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RESUMO 
 
A casca do caule de Lafoensia pacari vem sendo popularmente utilizada para 
o tratamento e prevenção do câncer. Este trabalho objetiva investigar o efeito 
citotóxico/antiproliferativo seletivo de extratos L. pacari sobre duas linhagens tumorais 
de mama (MDA-MB-231 e MCF-7), bem como a captação do extrato mais promissor 
sobre células tumorais e não-tumorais. Os 19 extratos produzidos a partir dos 
solventes água, metanol, etanol, acetona e combinações entre os mesmos, foram 
analisados e a similaridade na composição química dos extratos foi evidenciada, 
demonstrando que estes variam apenas quantitativamente em relação a área dos 
picos. Vinte substâncias foram identificadas nos extratos, incluindo os taninos 
hidrolisáveis, ácido elágico e seus derivados glicosilados, saponinas e triterpenos. Os 
extratos mais promissores quanto a citotoxicidade e seletividade foram selecionados 
por meio do método da redução do MTT. De maneira geral, a linhagem MDA-MB-231 
foi mais sensível aos extratos de L. pacari em comparação a MCF-7. Quando 
comparados entre si, a maior parte dos extratos não apresentou diferença significativa 
quanto ao efeito avaliado. Apenas o extrato E-2 (metanol:etanol) apresentou 
seletividade para ambas as linhagens tumorais analisadas visualizadas pelo método 
do MTT e confirmada pelo ensaio clonogênico, devido a um menor efeito sobre a 
inibição da capacidade proliferativa das células normais (McCoy). Foi demonstrado 
que este extrato possui efeito antiproliferativo nas menores concentrações, e 
indicativo de efeito citotóxico nas mais elevadas, sobre ambas as células tumorais de 
mama. As correlações composição-efeito evidenciaram substâncias distintas como 
responsáveis pelo efeito citotóxico/antiproliferativo na CI50 das células MDA-MB-231 
e MCF-7, destacando ácido elágico e seus derivados, para a primeira, e triterpeno, 
catequina e saponina para a segunda. Taninos hidrolisáveis mostraram estar 
correlacionados com o efeito sobre ambas as linhagens tumorais e também com o 
efeito seletivo, entretanto, foi demonstrado que estas substâncias sofrem hidrólise em 
ácido elágico quando em contato com meio de cultura em pH neutro. O E-2 foi captado 
pela célula tumoral (MDA-MB-231), mas não pela célula normal, sendo possível a 
observação de produtos do metabolismo do ácido elágico no meio de cultura das 
células tumorais. A capacidade de metabolizar os componentes do extrato E-2 pode 
estar relacionada com o próprio efeito seletivo dos extratos sobre as células tumorais 
(MDA-MB-231), uma vez que as células normais (McCoy) parecem não ter a 
capacidade de produzir e/ou secretar metabólitos do extrato. Este trabalho demonstra 
que a ação antitumoral dos extratos das cascas de L. pacari não deve ser atribuída 
apenas ao ácido elágico, mas a mistura de outras substâncias presentes no extrato. 
Conclui-se que a combinação dos solventes metanol e etanol (E-2) foi a mais eficiente 
para extrair os compostos de L. pacari com atividade citotóxica seletiva sobre células 
de câncer de mama. Estudos futuros são necessários para investigação dos 
mecanismos de ação e internalização do extrato E-2. 
 
Palavras-chaves: Câncer de mama. Ensaio clonogênico. Citotoxicidade. 
Elagitaninos. Captação celular. 
 
  
 
ABSTRACT  
Lafoensia pacari stem bark has been popularly used for cancer treatment and 
prevention. This work aims study the   selective cytotoxic/antiproliferative effect of L. 
pacari extracts over two breast tumour cell lines (MDA-MB-231 e MCF-7) and the 
tumour and non-tumour extract components uptake. The 19 extracts produced from 
water, methanol, ethanol, acetone and its combination were analysed and its similarity 
on chemical composition was evidenced, demonstrating that this extracts vary only 
quantitatively in peak area. Twenty substances were identified on extracts, including 
hydrolysable tannins, ellagic acid and its derived glycolylated substances, saponines 
and triterpenes. The most promising extracts for cytotoxicity and selectivity were 
selected by MTT method. In general, MDA-MB-231 was more sensitive to the L. pacari 
extracts than MCF-7. When compared to each other, most of the extracts presented 
no significant difference in the evaluated effect. Only the extract E-2 
(methanol:ethanol) presented selective effect for both tumour cell lines, visualized by 
MTT and confirmed by clonogenic assay due to a due to a lower effect on inhibition of 
the proliferative capacity of normal cells (McCoy). It has been shown that this extract 
has antiproliferative effect at the lowest concentrations, and suggestive cytotoxic effect 
at the highest on both breast tumour cells. The composition-effect correlations showed 
distinct substances as responsible for the cytotoxic effect on the IC50 of MDA-MB-231 
and MCF-7 cells, highlighting ellagic acid and its derived compounds for the first, and 
triterpene, catechin and saponin for the second. Hydrolysable tannins were shown to 
be correlated with the effect on both tumour lines and also with the selective effect, 
however it was demonstrated that these substances undergo hydrolysis in ellagic acid 
when in contact with culture medium at neutral pH. The extract E-2 was internalized 
by the tumour cell (MDA-MB-231), but not by the normal cell, being possible the 
observation of products of the metabolism of ellagic acid in the medium of the tumour 
cells. The ability to metabolize E-2 extract components may be related to the selective 
effect of extracts on tumour cells (MDA-MB-231), once normal cells (McCoy) appear 
to lack the ability to produce and/or secrete extract metabolites. This work suggests 
that the antitumor action of extracts from L. pacari stem bark should not be attributed 
only to ellagic acid, but to the mixture of other substances present in the extract. It is 
concluded that the combination of methanol and ethanol (E-2) was the most efficient 
to extract L. pacari compounds with selective cytotoxic activity on breast cancer cells. 
Future studies are needed to further investigate the mechanisms of action and 
internalization of the E-2 extract. 
 
Keywords: Breast cancer. Clonogenic assay. Cytotoxicity. Ellagitannins. Cellular 
uptake. 
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1 INTRODUÇÃO 
 
O câncer está entre as cinco principais causas de morte em todo o mundo 
(WHO, 2018), sendo considerado dessa forma, um problema de saúde pública. O 
câncer de mama é o segundo tipo que ocorre com maior frequência na população 
feminina brasileira, sendo superado apenas pelo câncer de pele não melanoma. 
Estatísticas indicam um aumento na incidência de carcinoma de mama no Brasil 
estimando cerca de 59.700 novos casos no biênio de 2018-2019 (INCA, 2017).  
Devido à alta heterogeneidade clínica, morfológica e biológica, explicada pela 
existência de diversos perfis de expressão gênica, os subtipos de câncer de mama 
evoluem de formas diferentes, refletindo em prognósticos distintos e alvos 
terapêuticos específicos (CIRQUEIRA et al., 2011). Os modelos in vitro mais comuns 
para estudar os diferentes subtipos de câncer de mama são as células da linhagem 
MCF-7, que representam os tumores luminal A, e as células da linhagem MDA-MB-
231, que representam os tumores triplo negativos (DAI et al., 2017). 
O desenvolvimento de resistência dos tumores aos tratamentos existentes leva 
ao interesse contínuo pela busca e desenvolvimento de novas terapias anticâncer 
(MUKHERJEE et al., 2001). As plantas são fontes importantes de produtos naturais 
biologicamente ativos, uma vez que a síntese de moléculas varia de um esqueleto 
simples a estruturas químicas altamente complexas. Comparando os metabólitos 
secundários com compostos sintetizados aleatoriamente, os de origem natural são 
superiores em termos de atividades biológicas e farmacológicas, sendo assim, os 
produtos naturais tem sido e serão fontes importantes de novos compostos 
farmacêuticos (LAHLOU, 2013).   
Extratos das cascas do caule de Lafoensia pacari tem seu uso popular indicado 
para o tratamento de diversas doenças, incluindo o câncer (DE MELO et al., 2011). 
Marcondes e colaboradores (2014) demonstraram que extrato metanólico de L. pacari 
reduziu a viabilidade de células leucêmicas por induzir apoptose e que o extrato 
exerce efeito apoptogênico sobre outras linhagens tumorais como Hela, HRT-18 e SH-
SY5Y. Reichert e colaboradores (2018) determinaram a composição química do 
extrato metanólico das cascas de L. pacari, e através do fracionamento do mesmo 
concluíram que o efeito observado sobre as células de câncer colorretal (HRT-18) não 
foi atribuído à presença de apenas uma substância, mas à mistura dos componentes 
do extrato, destacando a importância do ácido elágico, seus derivados e dos 
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elagitaninos. Diversos estudos demonstraram que o ácido elágico e elagitaninos, 
isolados ou presentes em extratos vegetais exercem efeito sobre a proliferação, ciclo 
celular e indução de apoptose em células tumorais de mama (DIKMEN et al., 2011; 
AQIL et al., 2012; WANG et al., 2012; CHEN et al., 2015). Baseado nos resultados 
desses estudos, uma vez que os compostos mencionados estão presentes nas 
cascas do caule de L. pacari, e na ausência de estudos que relacionam os efeitos de 
extratos da planta sobre linhagens de carcinoma mamário, o presente trabalho propõe 
avaliar o efeito citotóxico e antiproliferativo de diferentes extratos da casca do caule 
de L. pacari sobre células de carcinoma de mama (MCF-7 e MDA-MB-231), a fim de 
eleger a melhor combinação de solventes extratores, relacionada com a extração de 
compostos com atividade seletiva e ainda avaliar sua captação em células tumorais e 
não-tumorais (McCoy). 
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2 OBJETIVOS 
 
2.1 OBJETIVO GERAL 
 
Avaliar a atividade citotóxica e antiproliferativa de extratos de Lafoensia pacari 
sobre células de carcinoma mamário (MCF-7 e MDA-MB-231), bem como a captação 
dos componentes do extrato por células tumoral e não tumoral. 
 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
? Caracterizar a composição química dos extratos obtidos de Lafoensia pacari; 
? Avaliar o efeito citotóxico, antiproliferativo e seletivo dos diferentes extratos de 
Lafoensia pacari em células MCF-7, MDA-MB-231 e McCoy, por meio dos métodos 
da redução do sal MTT, ensaio de contagem e clonogênico, identificando os extratos 
mais efetivos e seletivos para cada linhagem; 
? Correlacionar o efeito citotóxico e antiproliferativo dos diferentes extratos com a 
composição química dos mesmos;  
? Avaliar por meio de cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) a captação dos 
componentes do extrato mais promissor para células tumoral e não tumoral. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 
 
3.1 CÂNCER – ASPECTOS GERAIS 
 
Câncer é o termo utilizado para definir um conjunto de doenças que apresentam 
em comum, a proliferação desordenada de células. Em todos os tipos de câncer, as 
células perdem o controle sobre a regulação da divisão celular, e eventualmente, 
adquirem a capacidade de invadir tecidos e órgãos, espalhando-se para outras 
regiões do corpo e originando as metástases (NCI, 2015; INCA, 2017).  
O acúmulo de mutações no genoma (herdadas ou adquiridas ao longo da vida) 
conferem habilidades importantes para o crescimento, sobrevivência, comunicação 
celular e disseminação metastática tumoral (HANAHAN; WEINBERG, 2011). As 
mutações que promovem estas habilidades estão relacionadas à ativação de 
oncogenes ou inativação de genes supressores tumorais, os quais são tratados como 
grupos de genes que atuam na regulação da proliferação e da morte celular 
programada (apoptose).  
A ativação de oncogenes leva a codificação de proteínas como fatores de 
crescimento, receptores de fatores crescimento e de proteínas quinase, que se trata 
de mediadores celulares capazes de estimular, de maneira continua, a proliferação 
celular a qual torna-se independente de sinais de crescimento externos (KUMAR; 
ABBAS; ASTER ,2013). Além disso, a ativação de oncogenes confere à célula tumoral 
resistência à morte apoptótica, devido ao aumento da expressão de proteínas de 
sobrevivência como a BCL-2, a qual atua suprimindo proteínas pró-apoptóticas como 
BAX e BAK, responsáveis pelo rompimento da integridade da membrana externa da 
mitocôndria e posterior ativação da cascata de proteínas efetoras da apoptose 
(BERTRAM, 2000; HANAHAN; WEINBERG, 2011).  
A célula tumoral também pode desenvolver habilidades para escapar de 
mecanismos que, em condições normais, regulam negativamente a proliferação 
celular. Normalmente isso está relacionado com a inativação de genes supressores 
tumorais como, por exemplo, o p53 e o Rb, que quando afetados, deixam de expressar 
proteínas importantes para a regulação do ciclo celular, perdendo-se 
consequentemente, o estímulo para apoptose (FETT-CONTE; SALLES, 2002).  
Muitos tumores como o câncer de mama, pulmão, colorretal, ovário e de próstata, têm 
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sido associados com a inibição da apoptose, especialmente relacionada com a 
mutação do gene p53 (EISINGER et al., 1998; GRETARSDOTTIR et al., 1998). 
Em relação ao tratamento de neoplasias, diversas estratégias podem ser 
utilizadas, como cirurgia, radioterapia e quimioterapia, variando de acordo com a 
extensão da doença e das características do tumor (INCA, 2017). A quimiorresistência 
tumoral é um problema importante relacionado à terapia com agentes antineoplásicos, 
uma vez que leva a redução da eficácia do regime de fármacos utilizado, sendo 
responsável então pelo fracasso do tratamento e/ou pela reincidência da doença 
(MARTÍNEZ-LACACI et al., 2007; NCI, 2017). 
 
3.2 CÂNCER DE MAMA 
 
O carcinoma de mama origina-se de uma multiplicação anormal, exagerada e 
desordenada das células do seio (LIMA, 2005). Os sintomas dessa doença incluem a 
presença de nódulo ou tumor no seio, acompanhado ou não de dor mamária. Podem 
surgir alterações na pele que recobre a mama, como abaulamentos, retrações ou 
ainda, a pele adquirir um aspecto semelhante a casca de uma laranja. Além disso, 
podem surgir nódulos palpáveis na axila (INCA, 2018). 
O câncer de mama apresenta diversos subtipos morfológicos. Com relação aos 
carcinomas invasivos, 80% são ductais, cerca de 10% são lobulares, e os subtipos 
menos comuns são os carcinomas mucinosos, cribriformes, micropapilares, papilares, 
tubulares, medulares, metaplásicos e inflamatórios (SANDHU et al., 2010).  
Clinicamente, o câncer de mama ductal invasivo pode ser dividido em subtipos 
distintos, classificados de acordo com a expressão de receptores de estrógeno, 
progesterona e do fator de crescimento epidermal humano do tipo 2 (HER2). Assim, 
molecularmente, os tumores de mama podem ser classificados como: luminal A e B, 
basalóide ou triplo negativo e HER2 (Figura 1). Os subtipos têm implicações no 
prognóstico e na terapêutica, onde, geralmente, os tipos de câncer de mama que 
expressam receptores de hormônio têm um prognóstico mais favorável do que 
aqueles que possuem amplificação de HER2 ou os triplos negativos (SANDHU et al., 
2010; CIRQUEIRA et al., 2011).  
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Figura 1. Representação esquemática dos subtipos de carcinoma ductal invasivo. ER: Receptor de 
estrógeno; PR: Receptor de progesterona, HER2: Fator de crescimento epidermal humano do tipo 2; 
TTN: Tumores triplo negativos. 
FONTE: Adaptado de Sandhu et al. (2010). 
 
Apesar de todos os tipos de tumores poderem ser tratados com quimioterapia, 
a escolha dos fármacos é diferenciada, dependendo da expressão dos receptores 
anteriormente citados. Os tumores que expressam receptores hormonais são tratados 
com agentes que interferem na produção e ação dos hormônios em questão, tais 
como tamoxifeno e anastrozol. Já os tumores que apresentam HER2, são tratados 
com trastuzumabe (Herceptin®) ou outros agentes que inibem tal receptor. Tumores 
triplo negativos (TTN) são tratados apenas com quimioterapia citotóxica, como 
paclitaxel e doxorrubicina, não existindo uma terapia especifica voltada para este tipo 
de câncer, devido à ausência de marcadores moleculares. Além disso, tumores triplos 
negativos têm como principal característica o fato de serem mais agressivos e 
metastáticos quando comparados aos outros subtipos moleculares, apresentando um 
pior prognóstico (BRENTON et al., 2005; ANDERS; CAREY, 2009). 
A maioria dos pacientes com câncer de mama se beneficiam com a 
quimioterapia. Entretanto, a resistência pode emergir após um período de exposição 
prolongada (TOY et al., 2013). Além disso, à medida que a duração do tratamento 
aumenta, a toxicidade e a resistência à terapia tornam-se mais evidentes (RIBEIRO, 
et al., 2011). Isso faz que a busca por novas drogas citotóxicas com maior eficácia e 
tolerabilidade seja contínua. 
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3.3 TRIAGEM IN VITRO PARA DESCOBERTA DE NOVAS DROGAS  
  
Os ensaios in vitro são amplamente utilizados para triagem de substâncias, 
especialmente de extratos de origem vegetal e compostos ativos isolados de plantas, 
visando identificar componentes com potencial uso como produtos farmacêuticos, 
principalmente na busca por novas drogas anticâncer (RISS et al., 2011). Estes 
ensaios possibilitam avaliar o potencial tóxico de derivados de produtos naturais frente 
a diferentes linhagens tumorais sob diversos aspectos, em um curto período de tempo, 
utilizando quantidades reduzidas de amostra (McGAHON et al., 1995). 
Diversos são os métodos descritos na literatura para esta finalidade, muitos 
deles baseiam-se na avaliação da redução de biomassa, ou viabilidade para 
determinar a citotoxicidade utilizando um grande número inicial de células e um tempo 
relativamente curto de exposição/incubação (1-3 dias), sendo método da redução do 
sal MTT é o mais utilizado (BOYD, 1997). Este método é adequado para avaliação da 
viabilidade celular em larga escala, utilizado na triagem de grande quantidade de 
amostras empregando diversas linhagens celulares. O MTT é um método 
colorimétrico que avalia a viabilidade celular indiretamente, uma vez que o sal de 
tetrazólio é reduzido pelas células viáveis a formazan, um precipitado de coloração 
roxa, que é solubilizado formando uma solução uniforme a qual tem a absorbância 
mensurada. O produto colorido é diretamente proporcional ao número de células 
viáveis (RISS et al., 2011). Apesar de ser fácil de realizar, não apresentar restrições 
quanto ao tipo de célula, ser ideal para células aderentes por ser realizado em 
microplacas e ser considerado padrão ouro dos ensaios de citotoxicidade, o método 
do MTT também possui algumas limitações. Estas estão principalmente relacionadas 
com o fato da redução dos sais de tetrazólio ser dependente da taxa metabólica e do 
número de mitocôndrias presentes na célula. Variações nestes parâmetros podem 
alterar o resultado do ensaio. Ainda, por ser tóxico à célula, não é possível determinar 
a atividade da substância testada em vários pontos de tempo com apenas um ensaio 
e pelo produto da reação ser insolúvel, a etapa de solubilização se faz necessária 
antes da leitura (BOYD, 1997). 
Além do MTT, outros métodos espectrofotométricos podem ser utilizados para 
células suspensas ou aderentes, como a redução da resazurina e a captação do 
vermelho neutro (VN). O método da redução da resazurina (conhecido 
comercialmente como Alamar Blue), se baseia na capacidade das células viáveis de 
24 
 
 
oxidar o corante azul (resazurina) formando um corante rosa fluorescente (resorufina). 
Esta reação é enzimática, e acredita-se que seja realizada por enzimas do tipo 
redutase e diaforase presentes tanto na mitocôndria como no citoplasma. Este método 
é vantajoso por envolver poucas etapas, pois elimina a etapa de solubilização, uma 
vez que tanto a resazurina como a resorfurina formada são solúveis no meio de cultura 
e atravessam livremente a membrana. Além disso, estes compostos normalmente não 
reagem com produtos naturais, não são tóxicos para as células, possibilitando a 
combinação de ensaios e o ensaio apresenta resultados compatíveis com os obtidos 
pelo MTT. Entretanto, assim como no ensaio de MTT, por depender da conversão 
enzimática, apresenta os mesmos problemas já mencionados. Como desvantagens, 
pode-se citar que o método colorimétrico é menos sensível do que quando feito por 
fluorescência e, portanto, necessita da leitura da absorvância em dois comprimentos 
de onda diferentes. Isso reflete nos cálculos para a determinação da atividade 
citotóxica, sendo estes mais elaborados que para o ensaio de MTT (McGAHON et al., 
1995; O'BRIEN et al., 2000). Diferentemente dos ensaios citados anteriormente, a 
captação do vermelho neutro (VN) se baseia na capacidade do corante vermelho 
neutro (hidrocloreto de 3-amino-7-dimetil-amino-2-metil-fenazina) de ser 
preferencialmente absorvido pelos lisossomos. As células viáveis são mensuradas 
partindo-se do princípio de que um composto citotóxico independente do seu 
mecanismo de ação interfere na captação lisossomal normal, portanto, apenas células 
viáveis possuem lisossomos intactos, e capazes de captar o corante vermelho neutro. 
Então a quantidade de VN captada, proporcional à quantidade de células viáveis e o 
grau de inibição da viabilidade celular causada pelo composto pode ser mensurado. 
Uma das vantagens deste método sobre os citados anteriormente, é o fato deste não 
envolver conversão enzimática. Ainda, quando combinado com os resultados obtidos 
por outros métodos, pode ser utilizado para avaliação de processos autofágicos. A 
incorporação do VN depende da capacidade que a célula em manter o gradiente de 
pH por meio da produção de ATP. A precipitação no VN pode ser citada como uma 
desvantagem, por afetar a acurácia dos resultados da leitura da absorvância. 
Processos de autofagia, também interferem nos resultados, uma vez que estão 
diretamente relacionados com os lisossomos e, portanto, levam a um aumento da 
quantidade de vermelho neutro incorporada pela célula (McGAHON et al., 1995; 
REPETTO; DEL PESO; ZURITA, 2008). 
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Ensaios in vitro que empregam densidades reduzidas de células inoculadas 
inicialmente (algumas centenas de células por poço), avaliadas por um período de 
tempo maior, permitem observar se o tratamento é capaz de causar resistência ou se 
as células apresentam algum efeito pós tratamento. Para isto, são realizados ensaios 
de formação de colônia (clonogênico), no qual o efeito da substância teste é avaliada 
por meio da manutenção da capacidade proliferativa da célula, formando colônias, 
denominado de potencial clonogênico. Este tipo de abordagem avalia os efeitos das 
substâncias teste a longo prazo, podendo o ensaio ser realizado por semanas. Outra 
vantagem deste tipo de abordagem é que o ensaio clonogênico também permite 
avaliar a sensibilidade das células frente ao tratamento proposto (FRANKEN et al., 
2006). Estes ensaios oferecem a vantagem de favorecer a detecção de efeitos 
antiproliferativos, diferenciando do efeito citotóxico (BOYD, 1997). Desta maneira, o 
ensaio clonogênico é mais vantajoso que os testes de avaliação da viabilidade celular 
baseados em parâmetros bioquímicos ou atividade metabólica, como o MTT, os quais 
não discriminam o tipo de efeito da substância teste sobre as células. 
Experimentos desenhados utilizando curvas concentração-resposta fornecem 
a informação do CI50 (concentração capaz de inibir 50% das células viáveis) e podem 
ser realizados tanto com células tumorais como com células não tumorais, 
possibilitando avaliar a seletividade da substância testada ao comparar valores de CI50 
entre ambas (não tumorais x tumorais). A ausência de seletividade no efeito citotóxico 
entre linhagens celulares cancerosas e não-cancerosas minimiza a perspectiva de 
que, por exemplo, plantas estudadas, contenham compostos que possam servir como 
novos medicamentos antineoplásicos. Ou seja, este tipo de análise fornece pistas 
para continuar a pesquisa com extratos ou substâncias promissoras que podem ser 
fontes de compostos biologicamente ativos interessantes e terapeuticamente úteis 
com excelente atividade sobre células tumorais e baixa toxicidade para células 
normais (McGAHON et al., 1995).  
O uso de linhagens celulares oferece diversas vantagens técnicas, como 
conhecimento estabelecido do genoma e proteoma das linhagens celulares, 
reprodutibilidade dos experimentos entre laboratórios devido ao controle das 
condições ambientais, padronização das condições de cultura e custo menor 
comparado ao trabalho com modelos animais (BANA; BAGREL, 2011).  
O cultivo celular de células tumorais de mama in vitro vem sendo uma 
importante ferramenta de estudo, por permitir avaliar similaridades e diferenças entre 
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diferentes linhagens celulares com facilidade. A heterogeneidade genômica e 
biológica do sistema de linhagens celulares também são frequentemente utilizadas 
para identificar características moleculares que predizem ou indicam resposta, ou a 
falta dela, frente a agentes terapêuticos sobre vias de sinalização biológicas (BANA; 
BAGREL, 2011; HOLLIDAY; SPEIRS, 2011).  
MCF-7 é a linhagem celular de câncer de mama mais estudada no mundo. Até 
o ano de 2015 esta linhagem foi utilizada em cerca de 25000 trabalhos científicos. 
Uma das maiores contribuições destas células paras as pesquisas no câncer de 
mama, tem sido a possibilidade de estudar os receptores de estrógeno (ER), 
expressos por essa linhagem, mimetizando a maioria dos tumores mamários 
invasivos, que expressam ER.  Ainda, a linhagem é muito utilizada por refletir fielmente 
diversos aspectos clínicos do câncer de mama, particularmente o manejo de mulheres 
na pós-menopausa com câncer de mama hormônio-receptor positivo (LEE et al., 
2015). Uma vez que essas células expressam receptores de estrógeno e de 
progesterona, e não amplificam HER2, pode ser classificada como luminal A (DAI et 
al., 2017).  
As células da linhagem MDA-MB-231 não expressam receptores de estrógeno 
e progesterona, e não amplificam HER2, portanto, são classificadas como subtipo 
triplo negativo (basalóide) e está entre as linhagens de carcinoma de mama triplo 
negativo mais comumente utilizadas em estudos científicos. Visto que cerca de 10 a 
15% de todos os casos de câncer de mama são classificados como triplo negativos, 
e esses são os pacientes que apresentam pior prognóstico comparado aos outros 
subtipos de câncer de mama, o estudo dos TTNs e do desenvolvimento de novas 
terapias é de extrema importância (CHAVEZ; GARIMELLA; LIPKOWITZ, 2010). 
Segundo Dai e colaboradores (2017) as diferentes linhagens celulares de 
carcinoma de mama, devido às suas particularidades morfológicas e moleculares 
refletem a classificação dos tumores de mama. Os autores traçam um paralelo 
comparativo entre prognóstico e agressividade das linhagens celulares classificadas 
em subtipos e sugerem que tanto os tumores como as linhagens celulares do subtipo 
luminal (como exemplo da MCF-7) são menos agressivas que os tumores e células 
triplo negativas (MDA-MB-231).  
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3.4 PLANTAS COMO FONTE DE AGENTES ANTINEOPLÁSICOS  
 
Dada a diversidade insondável da natureza, os produtos naturais são uma 
importante fonte de compostos biologicamente ativos, especialmente nas áreas de 
doenças infecciosas e terapia antitumoral, devido à complexidade química das 
substâncias (SONG et al., 2014).  
Dentre os fármacos obtidos de plantas utilizados na clínica para o tratamento 
do câncer, destacam-se os alcaloides da Catharanthus roseus G. Don. 
(Apocynaceae), como os dímeros vincristina e vimblastina e da Taxus brevifolia Nutt. 
(Taxaceae), como o paclitaxel, que atuam como inibidores do fuso mitótico. Estes 
alcaloides exercem efeito antitumoral significativo e são de grande utilidade no 
tratamento do câncer de mama, linfoma de Hodgkin, sarcoma de Kaposi, câncer de 
ovário, testículos e leucemia linfoblástica aguda infantil (SOUZA, 2004; HOLANDA et 
al., 2008; BRANDÃO et al., 2010). 
Segundo Casanova e Costa (2017), nos últimos anos tem-se verificado um 
grande avanço científico envolvendo os estudos químicos e farmacológicos de plantas 
medicinais que visam obter novos compostos com propriedades terapêuticas. 
Particularmente, em relação a atividade antitumoral de produtos naturais, Konan et al. 
(2012) relataram a citotoxicidade de flavonoides naturais frente a linhagens de células 
relacionadas a tumores agressivos. 
Estudos têm indicado que substâncias pertencentes a diversas classes de 
metabólitos secundários como alcaloides, saponinas, triterpenos, flavonoides e 
polissacarídeos apresentam atividade antitumoral. Esta pode ser devido à propriedade 
destes compostos em regular funções como o sistema imune, apoptose, autofagia, ou 
ainda, inibir a proliferação celular (RAYAN; RAIYN; FALAH, 2017).  
Neste contexto, plantas vem sendo fontes de compostos anticâncer 
clinicamente relevantes, entre elas, a Lafoensia pacari vem ocupando um importante 
espaço dentro do repertório de produtos naturais estudados como potenciais agentes 
antineoplásicos, devido ao uso popular como antiinflamatório e no tratamento e 
prevenção do câncer, além dos estudos prévios utilizando linhagens celulares 
tumorais, os quais atribuem o efeito ao ácido elágico e a elagitaninos (REICHERT et 
al., 2018). 
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3.5 Lafoensia pacari A. St. – Hil., LYTHRACEAE 
 
Lafoensia pacari A. St.-Hil. pertence à família Lythraceae e foi descrita pelo 
botânico francês Auguste de Saint Hilaire em 1818, o qual adotou como epíteto 
científico o próprio nome popular, pacari, nome de origem tupi, e Lafoensia em 
homenagem ao Duque Dom Juan de Lafõens (1719- 1806), da casa de Bragança, 
membro da academia de Lisboa (FIRMO et al., 2016).  
Conhecida popularmente como mangava-brava, dedaleira, pacari ou morosyvo 
(Paraguai), a L. pacari é uma árvore encontrada na Bolívia, leste do Paraguai e é típica 
de vários estados brasileiros, principalmente em regiões de florestas de altitude e no 
cerrado (Figura 2) (CARVALHO, 1994; SANTOS; COELHO; PIRANI, 2009).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Distribuição geográfica brasileira da espécie Lafoensia pacari A. St.- Hil., Lythraceae. 
FONTE: FLORA DO BRASIL (2018). 
 
O tamanho das árvores de L. pacari varia entre 5 a 15 m de altura e 20 a 40 cm 
de diâmetro, podendo atingir até 25 m de altura e 60 cm de diâmetro (Figura 3-A) na 
idade adulta (GALVÃO, 2017).  O tronco é cilíndrico, reto ou levemente tortuoso e 
fuste e a casca do caule apresenta espessura de até 20 mm (Figura 3-B), sendo a 
externa cinzenta, rugosa, com a presença de cicatrizes e sulcos rasos longitudinais, 
enquanto que a interna é amarelada (Figura 3-C) (GOMES; SHEPHERD, 2000). As 
folhas são simples, opostas, cruzadas, elípticas, oblongas ou obovadas, com 5 a 17 
cm de comprimento e 2 a 9 cm de largura, ápices obtusos, retusos ou agudos, bases 
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obtusas, margens inteiras e onduladas, nervuras salientes na face inferior, nervuras 
secundárias quase paralelas, pecíolos de até 1 cm de comprimento, folhas coriáceas, 
glabras discolores, brilhantes na face superior (Figura 3-D) (FIRMO et al., 2016). As 
flores são grandes com receptáculo desenvolvido de até 8 cm de diâmetro com até 16 
pétalas livres de cor branca ou amarelada (Figura 3-E). De coloração avermelhada 
por fora, margem reclinada e doze dentes fortes, o cálice apresenta forma de dedal, 
de onde advém seu nome popular. Apesar de belas, as flores de L. pacari apresentam 
odor desagradável com intensidade que varia de acordo com o estágio de abertura da 
flor. Sua polinização é comumente realizada por morcegos, mariposas e abelhas 
(FIRMO et al., 2016; GALVÃO, 2017). O fruto é seco, deiscente do tipo cápsula 
semilenhosa, semiglobosa, com 4 a 8 cm de comprimento por 2,3 a 5,3 cm de 
diâmetro, com ápice arredondado, terminando em cone (BATISTA, 2008; SANTOS, 
2006). A espécie apresenta frutos secos no formato semelhante à de um pião, com 4 
a 8 cm de comprimento, 2,3 a 5,3 cm de diâmetro (Figura 3-F). Quando maduros, os 
frutos se abrem pela ruptura irregular das paredes do opérculo que se desprendem, 
na base, liberando em média 72 sementes que são dispersas pelo vento (BARREIRA 
et al., 2000; FERNANDES et al., 2012; GALVÃO, 2017; MUNDO; DUARTE, 2007). As 
sementes possuem coloração amarela a parda-avermelhada e estão dispostas em 
forma de roseta, medindo aproximadamente 1,96 cm de comprimento, 0,74 cm de 
largura e 0,04 cm de espessura (BARREIRA et al., 2000; FERNANDES et al., 2012). 
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Figura 3. Aspectos botânicos de Lafoensia pacari A. St.- Hil. (A) Aspecto geral; (B-C) Casca do 
caule; (D) Folhas. Flores e frutos; (E) Flores; (F) Flores e fruto. 
FONTE: (A,C,E,F) ÁRVORES DO BIOMA CERRADO (2019); (B,D) FLORA DO BRASIL (2018).  
 
A espécie Lafoensia pacari foi e atualmente está sendo estudada com relação 
a sua constituição química, atividades farmacológicas e uso popular (Tabela 1), porém 
muito pouco se conhece a respeito do potencial farmacológico desses compostos no 
câncer de mama. Em geral, os autores atribuem os efeitos biológicos da planta a 
presença de ácido elágico. Reichert e colaboradores (2018) elucidaram a composição 
química do extrato metanólico das cascas de L. pacari e relacionaram com o efeito 
citotóxico sobre uma linhagem tumoral de câncer colorretal (HRT-18), atribuindo a 
atividade principalmente a substâncias pertencentes à classe dos elagitaninos.  
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Dentre os metabólitos secundários presentes nas folhas de L. pacari pode-se 
citar compostos polifenólicos, flavonoides e taninos como ácido elágico e punicalagina 
(SAMPAIO et al., 2011; CARNEIRO et al., 2016). No extrato das cascas de L. pacari 
são encontrados taninos, esteroides e saponinas (SOLON et al., 2000). Reichert e 
colaboradores (2018) caracterizaram quimicamente o extrato metanólico das cascas 
de L. pacari, identificando evidenciando a presença de carboidratos, taninos 
hidrolisáveis, derivados do ácido elágico, saponinas e triterpenos.  
Além do interesse farmacológico, a espécie L. pacari é de interesse comercial 
utilizada para diversas finalidades. Devido às características da madeira, é usada em 
construção civil, obras externas e internas, marcenaria, tacos para assoalhos, 
taboados, cabo de ferramentas e mourões (CARVALHO, 1994). No artesanato, é 
utilizada pelos índios guaranis para a fabricação de flechas (FIRMO et al., 2016). 
Atualmente seu principal uso é na arborização de ruas e paisagismo de parques e 
praças, devido a rusticidade e beleza de suas flores. Além disso, seu cultivo também 
é recomendado na recuperação de áreas degradadas, auxiliando na reposição de 
mata ciliar (GALVÃO, 2017). 
 
3.6 ÁCIDO ELÁGICO, ELAGITANINOS E CÂNCER DE MAMA 
 
 Apesar do extrato metanólico das cascas de L. pacari ter sido testado sobre 
diversas linhagens celulares tumorais por Marcondes e colaboradores (2014), não 
existem relatos na literatura a respeito da ação do extrato sobre células de câncer de 
mama. Entretanto, existem estudos que relatam o efeito de alguns taninos presentes 
no extrato como punicalagina e ácido elágico, isolados ou presentes em extratos de 
outras espécies vegetais sobre células de câncer de mama (MDA-MB-231 e MCF-7).  
A punicalagina é um tanino hidrolisável que forma ácido elágico como produto 
de sua hidrólise, e é o elagitanino predominante na romã (Punica granatum L.) 
(LARROSA; TOMÁS-BARBERÁN; ESPÍN, 2006; AQIL et al., 2012; CARNEIRO et al., 
2016). Aqil e colaboradores (2012) demonstram que a punicalagina extraída das 
cascas da romã exerce efeito concentração dependente sobre a viabilidade das 
células de câncer de mama da linhagem MCF-7. Os autores acreditam que este efeito 
é devido à formação de ácido elágico resultante da hidrólise deste elagitanino.  
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 Chen et al. (2015) relataram o efeito concentração-dependente do ácido 
elágico sobre a proliferação de células da linhagem MCF-7 e sobre o ciclo celular, 
resultando em parada do ciclo na fase G1 e G2. Os autores também relataram o 
aumento das células apoptóticas. O mesmo efeito foi observado quando extratos de 
plantas que possuem o ácido elágico como composto majoritário foram testados 
sobre linhagens celulares tumorais de mama. O extrato metanólico das cascas de 
romã (Punica granatum L.) demonstrou efeito antiproliferativo e apoptótico sobre 
células MCF-7 (DIKMEN; OZTURK, N.; OZTURK, Y, 2011), bem como o extrato de 
Sanguisorba officinalis inibiu seletivamente a proliferação das células tumorais de 
mama MDA-MB-231 e MCF-7 de maneira concentração-dependente com indução de 
apoptose (WANG et al., 2012). 
 Estudo relatam ainda que o ácido elágico possui atividade antiestrogênica 
sobre células MCF-7, e que esta ação é seletiva, pois não foram observados efeitos 
sobre a viabilidade de células do epitélio endometrial (PAPOUTSI et al., 2005). Além 
disso, o ácido elágico pode atuar modulando a malignidade induzida pelo estradiol, 
regulando negativamente a expressão do gene telomerase transcriptase reversa 
(hTERT), um gene importante na tumorigênise de células que expressam receptores 
de hormônio (STRATI et al., 2009). 
 Os resultados encontrados na literatura com relação à ação destas substâncias 
sobre células de câncer de mama, somado ao estudo químico realizado por Reichert 
e colaboladores (2018), indicam que a Lafoensia pacari pode exercer atividade 
promissora sobre células tumorais de mama. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1 MATERIAL BOTÂNICO 
 
 Os extratos de Lafoensia pacari foram produzidos e cedidos para esse estudo 
pela Dra. Cristiane Loiva Reichert e pelo Prof. Tit. Cid Aimbiré de Moraes Santos do 
laboratório de Farmacognosia da Universidade Federal do Paraná em abril de 2017. 
 A coleta e o processamento do material vegetal foram realizados conforme 
descrito por Reichert e colaboradores (2018). Para a produção dos extratos, 10 g de 
pó das cascas de L. pacari foram maceradas por 24 h em contato com 100 mL do 
líquido extrator. Cada extrato foi produzido com um líquido extrator diferente (água, 
metanol, acetona ou etanol) ou com a mistura destes solventes. A proporção dos 
solventes foi determinada pelo método Simplex Centroid Design, com auxílio do 
software Design-Expert 7.0.0 resultando em 19 extratos (Tabela 2). Em seguida, 
todos os extratos foram filtrados, concentrados em rotaevaporador sob pressão 
reduzida a 60 °C, liofilizados e conservados a temperatura de 4-8 °C até o momento 
do uso.   
Tabela 2. Relação de extratos obtidos com diferentes líquidos extratores pelo método Simplex Centroid 
Design. 
Extratos Líquido extrator Proporção (%, v/v) Rendimento  (%, p/p) 
Si
m
pl
ex
 C
en
tr
oi
d 
D
es
ig
n 
E-1 água 100 20,80 
E-2 metanol : etanol 50 : 50 30,00 
E-3 metanol : acetona : etanol 33,33 : 33,33 : 33,33 30,40 
E-4 água : metanol : acetona : etanol 12,5 : 62,5 : 12,5 : 12,5 33,20 
E-5 metanol 100 24,60 
E-6 água : metanol 50 : 50 28,70 
E-7 água : acetona 50 : 50 35,70 
E-8 água : metanol : acetona : etanol 62,5 : 12,5 : 12,5 : 12,5 28,80 
E-9 água : etanol 50 : 50 29,90 
E-10 água : metanol : acetona : etanol 12,5 : 12,5 : 62,5 : 12,5 32,70 
E-11 água : metanol : acetona : etanol 12,5 : 12,5 : 12,5 : 62,5 32,60 
E-12 etanol 100 26,40 
E-13 água : acetona : etanol 33,33 : 33,33 : 33,33 34,60 
E-14 água : metanol : acetona : etanol 25 : 25 : 25: 25 34,80 
E-15 acetona : etanol 50 : 50 40,70 
E-16 acetona 100 16,50 
E-17 água : metanol : acetona 33,33 : 33,33 : 33,33 28,90 
E-18 água : metanol : etanol 33,33 : 33,33 : 33,33 28,30 
E-19 metanol : acetona 50 : 50 31,00 
FONTE: Reichert  et al. (2017) -  Dados não publicados. 
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Para as análises cromatográficas os extratos secos foram diluídos em metanol, 
e para os ensaios biológicos in vitro, foi preparada uma solução estoque em DMSO 
na concentração de 40 mg/mL de cada extrato. 
 
4.2 ANÁLISES CROMATOGRÁFICAS E ESPECTROMÉTRICAS 
 
As análises cromatográficas e ensaios de captação celular foram realizados 
em um cromatógrafo líquido Agilent 1100 acoplado a um detector de arranjo de diodos 
(DAD) constituído por uma bomba quaternária G1311A, desgaseificador G1379A, 
injetor automático G1329A, detector de arranjo fotoelétrico G1315B e uma estação 
de trabalho LC equipada com o software de análise química A.10.02 para coleta e 
aquisição de dados.  
Os ensaios de espectrometria de massas foram realizados em um 
cromatógrafo líquido Agilent 1200 (Wilmington, EUA) composto de uma bomba binária 
G1312B, degaseificador G1379B e forno de coluna G1316B conectado a um Gerente 
de Amostra CTC (Modelo 2777), Waters Corporation, Milford, EUA) e acoplado a um 
espectrômetro de massa do tipo Triplo Quadrupolo (API 3200, Applied Biosystems, 
Toronto, Canadá) e fonte de ionização por eletrospray (ESI).  
A cromatografia foi realizada em coluna pré-coluna XBridge C18 (4,6 mm x 20 
mm, 5 μm) e na coluna XBridge C18 (4,6 mm x 250 mm, 5 μm - Waters Corporation, 
Mildford, EUA), com volume de injeção de 50 μL taxa de 1 mL/min, monitorada a 270 
nm e temperatura da coluna mantida a 25 ºC. A fase móvel consistiu de uma mistura 
de água Milli-Q acidificada com ácido fosfórico (0,1%, v / v) (A) e metanol (B) em 
sistema de gradiente exploratório (5 a 95% B em 60 min e 95% B por 10 min). Os 
extratos foram diluídos em metanol na concentração final de 1 mg/mL e filtrados em 
filtros de membrana de PTFE de 0,45 μm (Millex ™, Millipore). Para as análises de 
espectrometria de massas, foram utilizadas as mesmas condições de CLAE-DAD, 
substituindo apenas o ácido na fase móvel (ácido fórmico 0,1%, pH 2,6).  
A identificação das substâncias foi feita por comparação com a literatura ou 
confirmada com uso de padrão. O padrão de ácido elágico utilizado foi adquirido da 
Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Os solventes utilizados foram grau HPLC e adquiridos 
da Merck (Darmstadt, Germany). 
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4.3 ENSAIOS BIOLÓGICOS IN VITRO 
 
4.3.1 Cultivo de células 
 
As células das linhagens tumorais MCF-7 (carcinoma humano de mama – 
código 0162) e MDA-MB-231 (carcinoma mamário humano – código 0392) foram 
adquiridas comercialmente no banco de células do Rio de Janeiro (BCRJ - UFRJ). Já 
a linhagem não tumoral McCoy (fibroblasto murino) foi obtida comercialmente no 
Instituto Adolfo Lutz. 
Todas as linhagens celulares foram cultivadas em meio RPMI 1640 (GIBCO, 
Baltimore, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Cultilab, Brasil) e 
solução de antibióticos contendo penicilina e estreptomicina (10.000 U/mL - GIBCO, 
Baltimore, EUA).  
As células foram mantidas em uma densidade de 1 x 105 células/mL de meio, 
à temperatura de 37 ?C e em uma atmosfera contendo 5% de CO2 e 95% de umidade. 
 
 
 
 
 
 
4.3.2  Avaliação do potencial citotóxico e antiproliferativo seletivo dos extratos de L. 
pacari 
 
4.3.2.1 Ensaio da viabilidade celular pelo método da redução do sal de tetrazólio 
(MTT)  
 
A viabilidade metabólica das linhagens MCF-7, MDA-MB-231 e McCoy foi 
avaliada pelo ensaio de MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2il]-2,5-difenil-2H tetrazolato de 
bromo) de acordo com Mosmann (1983). 
As células foram plaqueadas em placas de 96 poços, nas concentrações 
demonstradas na Tabela 3, utilizando meio de cultivo suplementado com 5% de SFB, 
seguido de incubação em estufa (37 ºC e atmosfera de 5% de CO2) por 24 horas para 
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adesão das mesmas. Foi realizada a remoção do meio de cultivo e, em seguida, as 
células foram tratadas com concentrações variadas dos extratos diluídos em meio de 
cultivo por 72 h (5 – 50 μg/mL). Como controle negativo foi utilizado o veículo das 
diluições dos extratos (DMSO 0,125%, Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA,) e meio de 
cultivo. Duas horas antes do término do tratamento, a cada poço foi adicionado 20 μL 
da solução de MTT (5 mg/mL). As placas foram incubadas novamente por mais 2 
horas. Completado o período de incubação, o conteúdo de cada poço foi aspirado 
com auxílio de uma micropipeta e os cristais de formazan foram solubilizados pela 
adição de 100 μL de DMSO (PA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) a cada poço. Após 
homogeneização em shaker por 10 minutos, os resultados foram lidos em leitor de 
microplaca (Thermo Scientific, Massachusetts, EUA) a 570 nm. 
 
Tabela 3. Concentração da suspensão de células utilizada no plaqueamento dos ensaios de avaliação 
do efeito citotóxico e antiproliferativo dos extratos de L. pacari. 
Linhagem celular Concentração da suspensão de células/cm2 
MCF-7 16,0 x 103 
MDA-MB-231 9,6 x 103 
McCoy 6,4 x 103 
FONTE: O autor (2019).  
Para cada placa com células, outra equivalente sem células foi manipulada nas 
mesmas condições citadas anteriormente, para ser utilizada como branco.  
A redução do sal MTT do grupo controle (CTRL) foi considerada como 100% 
de viabilidade metabólica. Os valores de concentração inibitória média (CI50) foram 
determinados a partir do software GraphPad Prisma 6 (San Diego, EUA). Cada 
experimento foi realizado em triplicata e repetido três vezes a fim de garantir a 
consistência dos resultados. 
A determinação da porcentagem de células viáveis foi calculada através da 
seguinte fórmula (EBADA et al., 2008):  
 
????????????????? ? ?????? ???????????????????? ? ?????????????????????????????????? ? ?????????????????  
 
4.3.2.2 Índice de seletividade 
 
O índice de seletividade (IS) foi calculado conforme adaptação feita por Badisa 
et al. (2009), considerando a concentração inibitória média (CI50) calculada 
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previamente pelos ensaios de MTT para células normais e tumorais, conforme a 
equação: 
?? ? ?????????????????????????????? ? ????????????????????????????????????????  
 
Uma vez que o índice de seletividade demonstra a atividade diferencial de um 
determinado agente, quanto maior o índice fornecido pela equação, mais seletivo é o 
efeito do agente testado sobre as células tumorais (KOCH et al, 2005).  
 
4.3.2.3 Ensaio de simples contagem 
 
Células MDA-MB-231 e MCF-7 foram plaqueadas em 6 poços, dispostos em 3 
pares (controle/tratamento), em uma placa de 24 poços, utilizando meio de cultivo 
suplementado com 5% de SFB. O primeiro par foi incubado com uma suspensão 
celular em densidade proporcional a utilizada para os ensaios anteriores de MTT 
(Tabela 3). O segundo e terceiro pares, foram incubados com a metade e um quarto 
da densidade celular do primeiro par, respectivamente.  Após 24 h de incubação, as 
células foram tratadas com a CI50 dos respectivos extratos, diluído em meio de cultivo. 
O controle negativo foi tratado com o diluente dos extratos (DMSO 0,04%). Após 72 
h, o tratamento foi retirado de todos os poços e as células do primeiro par 
controle/tratado foram contadas em câmara de Neubauer conforme representado na 
Figura 4. Os demais poços foram lavados com PBS (Sigma Aldrich, St. Louis, EUA) 
e adicionado meio de cultura (RPMI 1640 - GIBCO, Baltimore, EUA) suplementado 
com 10% de SFB (sem tratamento). Após 2 e 4 dias da retirada do tratamento, as 
células do segundo e terceiro pares experimentais foram tripsinizadas e contadas em 
câmara de Neubauer (McGAHON et al., 1995).  
O experimento foi realizado em triplicata. Os resultados foram expressos em 
porcentagem de células viáveis em relação ao controle. 
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Figura 4.  Esquema de contagem das células após 72 horas de tratamento. CTRL: Células incubadas 
com meio de cultura sem tratamento. Tto: Células incubadas com o extrato de L. pacari.  
FONTE: Adaptado de SANTOS (2018). 
4.3.2.4 Ensaio de formação de colônias (ensaio clonogênico) 
 
As células tumorais e não-tumorais utilizadas neste estudo foram plaqueadas 
em placas de 24 poços em meio RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA) suplementado 
com 5% de SFB (500 células/poço para MCF-7, 300 células/poço para MDA-MB-231 
e 200 células/poço para McCoy), seguido de 24 horas de incubação em estufa (37 ºC 
e atmosfera de 5% de CO2). Após esse período, as células foram tratadas com 
concentrações variadas dos extratos mais promissores (2 – 32 μg/mL) selecionados 
com base no índice de seletividade, diluídas em meio de cultivo. Como controle 
negativo foi utilizado veículo utilizado para diluição dos extratos (DMSO 0,08%, 
Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). 
Ao fim das 72 horas, o meio de cultivo foi retirado e os poços lavados com PBS 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) por três vezes. As células foram incubadas com meio 
RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA) suplementado com 10% de SFB até verificação 
da formação de colônias, ou seja, presença de um ou mais grupos celulares com 
aproximadamente 50 células. O tempo de incubação variou de acordo com o tempo 
de dobramento característico de cada linhagem celular devendo este ser equivalente 
a pelo menos seis ciclos de divisão celular (FRANKEN et al., 2006).  
Após visualização das colônias, estas foram fixadas com metanol 70% e 
coradas com uma solução de cristal violeta 0,2% para posterior quantificação 
(FRANKEN et al., 2006). Este ensaio foi realizado em triplicata. As imagens foram 
analisadas pelo software Schiefer Counter desenvolvido e descrito por Santos (2018). 
Os resultados foram expressos em número de colônias e pela área ocupada pelas 
colônias em um poço com superfície para crescimento das células. 
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A média da área ocupada pelas colônias no poço do grupo controle foi 
considerada como 100%. Os valores de concentração inibitória média (CI50) foram 
determinados utilizando o software GraphPad Prisma 6 (San Diego, EUA). 
 
4.3.3 Ensaio da captação do extrato  
 
  A captação celular do extrato E-2 pelas linhagens MDA-MB-231 e McCoy foi 
avaliada por meio da adaptação do protocolo de Larrosa e colaboradores (2006). 
Células das linhagens MDA-MB-231 foram cultivadas em garrafas de cultivo 
T75 até atingirem 80% de confluência (aproximadamente 4 milhões de células) e 
foram incubadas durante 2, 6 e 24 horas com meio de cultura RPMI 1640 (GIBCO, 
Baltimore, EUA) contendo 100 μg/mL do extrato E-2. Após o período de tratamento, 
o meio de cultura foi removido, acidificado com 1,5% de ácido fórmico e filtrado 
através do cartucho de extração de fase sólida OASIS® HLB (Waters), o qual retém 
compostos fenólicos. O cartucho foi previamente ativado com 1 mL de metanol e 1 
mL de água. Cada 1 mL de meio foi eluído com 300 μL de metanol. A fração 
metanólica foi coletada e concentrada em Centrivap (Labconco, Kansas City, EUA) à 
40 oC sob pressão reduzida, ressuspendida em metanol no dia da análise, 
centrifugada a 11357 g por 20 minutos e o sobrenadante foi analisado por CLAE-
DAD. As células tratadas foram lavadas com PBS (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), 
desaderidas com auxílio de um scraper e 2 mL de metanol e lisadas mecanicamente 
por sonicação em banho de gelo durante 18 minutos, centrifugadas a 11357 g por 15 
minutos, e o sobrenadante foi concentrado sob pressão reduzida. No dia da análise, 
a fração metanólica do extrato celular foi ressuspendida em metanol e analisada por 
CLAE-DAD.  
Em outros experimentos, o extrato E- 2 (100 μg/mL) foi incubado apenas com 
o meio de cultura RPMI 1640 (GIBCO, Baltimore, EUA) por 2 horas e os compostos 
foram analisados pelo mesmo método realizado na presença celular. Como controle 
foi utilizado células incubadas com DMSO 0,25%, correspondente à porcentagem de 
DMSO presente no tratamento.  
Os ensaios para a linhagem não-tumoral (McCoy) foram realizados conforme 
descrito anteriormente, respeitando a densidade celular utilizada para as células 
tumorais (aproximadamente 4 milhões de células) nos tempos de 2 e 6 horas. 
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A análise por CLAE-DAD foi realizada conforme descrito no item 4.2, onde 
foram injetados 50 μL de amostra no cromatógrafo (Agilent Technologies, 1100 
series). 
 
4.4 ESTUDO DE CORRELAÇÃO  
  
Estudos de quimiometria foram feitos utilizando Correlação de Pearson a fim 
de verificar a semelhança na composição química dos 19 extratos de L. pacari, 
baseado na área dos picos das substâncias extraídas por cada combinação de 
solventes. A correlação de Pearson também foi utilizada para correlacionar a 
composição dos extratos utilizando a área dos picos dos cromatogramas obtidos, e 
identificar as principais substâncias relacionadas com a atividade citotóxica e que 
contribuem para o efeito seletivo, utilizando os dados de CI50 dos extratos para as 
diferentes linhagens celulares utilizadas neste estudo. Para a inclusão dos dados da 
atividade biológica na matriz de dados, os resultados de CI50 obtidos nos ensaios de 
citotoxicidade foram incluídos utilizando -CI50, a fim de transformar em valor de 
citotoxicidade, sendo este diretamente proporcional à área do pico. 
A correlação mensura a direção e o grau da relação linear entre duas variáveis 
quantitativas, em outras palavras, o coeficiente de correlação de Pearson (r) é uma 
medida de associação linear entre variáveis. O modelo linear supõe que o aumento 
ou decréscimo de uma unidade na variável X gera o mesmo impacto em Y 
(FIGUEIREDO FILHO; SILVA JÚNIOR, 2009).   
O coeficiente de correlação Pearson (r) varia de -1 a 1. O sinal indica direção 
positiva ou negativa do relacionamento e o valor sugere a força da relação entre as 
variáveis. Uma correlação perfeita (-1 ou 1) indica que o escore de uma variável pode 
ser determinado exatamente ao se saber o escore da outra. No outro oposto, uma 
correlação de valor zero indica que não há relação linear entre as variáveis 
FIGUEIREDO FILHO; SILVA JÚNIOR, 2009). Dancey e Reidy (2018) classificam r = 
0,10 até 0,30 (fraco), r = 0,40 até 0,60 (moderado) e r = 0,70 até 1,00 (forte). 
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4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 
Os resultados foram expressos em média ± desvio padrão (DP) ou erro padrão 
da média (EPM). Para avaliar os resultados entre os grupos foram realizados análise 
de variância ANOVA seguido pelo teste de Tukey. Os resultados foram considerados 
significativos com valores de p<0,001(***), p<0,01(**) e p<0,05(*) conforme aplicado. 
As análises foram realizadas com o uso do software GraphPad Prisma (San Diego, 
EUA). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO  
 
5.1 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA DOS EXTRATOS 
 
A análise por CLAE-DAD dos extratos demonstrou que apesar de terem sido 
obtidos a partir de diferentes combinações de líquidos extratores (Tabela 2), os 19 
extratos apresentaram constituição química qualitativamente similar, variando apenas 
na área do pico dos componentes (mAU), conforme pode ser observado na Figura 5. 
 
Figura 5. Perfil cromatográfico obtido por CLAE dos 19 diferentes extratos das cascas do caule de L. 
pacari, evidenciando a similaridade na composição química qualitativa.  
FONTE: O Autor (2019). 
 
 
Análise de CLAE-MS dos extratos revelou a presença de uma mistura 
complexa onde foram caracterizados 20 componentes nas amostras de L. pacari dos 
24 picos selecionados, incluindo taninos hidrolisáveis, ácido elágico e derivados, 
saponinas e triterpenos (Figura 6 e Tabela 4).  
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Figura 6. Perfil cromatográfico obtido por CLAE-DAD dos principais picos do extrato E-2 incluindo os 
taninos hidrolisáveis (TH), catequinas (CAT), ácido elágico (AE) e derivados, saponinas (SAP) e 
triterpenos (TRI). 
FONTE: O Autor (2019). 
 
Tabela 4. Compostos detectados no extrato E-2 por CLAE-MS modo negativo.  
Pico Substância tR (min) MS [M-H-] Referência 
1 HHDP-O-hexosídeo 7,01 481 
Fischer et al. 
(2011) 
Mena et al. (2012) 
Calani et al. (2013) 
Ambigaipalan et al. 
(2016) 
Abdulla et al. 
(2017) 
Reichert et al. 
(2018) 
2 Isômero de punicalina 7,39 781 
3 Isômero de pedunculagina 8,45 783 
4 O-galoil punicalina 8,76 933 
5 Elagitanino 9,37 685 
6 Elagitanino 10,91 685 
7 Isômero de punicalagina 12,18 1083 
8 Isômero de punicalagina 14,07 1083 
9 Catequina 18,43 289 
10 NI 20,95 - 
11 NI 22,70 - 
12 NI 23,28 - 
13 NI 26,39 - 
14 Isômero de ácido hexosil elágico 27,85 463 
15 Isômero de ácido hexosil elágico 28,19 463 
16 Ácido O-pentosil elágico 28,59 433 
17 Ácido O-deoxihexosil elágico 28,99 447 
18 Ácido elágico* 29,75 301 
19 Ácido O-deoxihexosil O-metil elágico 32,78 461 
20 Ácido O-deoxihexosil O-metil elágico 33,21 461 
21 Ácido O-galoil-deoxihexosil elágico 34,19 599 
22 Saponina 44,71 841 
23 Triterpeno 53,61 501 
24 Triterpeno 57,73 487 
LEGENDA: NI: Não identificada; *Identificado com auxílio de padrão. FONTE: O Autor (2019). 
  
 
TH 
CAT 
AE e derivados 
SAP TRI 
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Os principais compostos foram detectados como íons desprotonados [M-H]- e 
revelou a presença de HHDP-O-hexosídeo (m/z 481), isômero de punicalina (m/z 
781), isômero de pedunculagina (m/z 783), O-galoil-punicalina (m/z 933), elagitanino 
(m/z 685), isômero de punicalagina (m/z 1083), nos menores tempos de retenção 
(7,01 a 14,07 min) e em seguida catequina (m/z 289).  Também foram identificados o 
ácido elágico e seus derivados glicosilados: ácido O-hexosil-elágico (m/z 463), 
Isômero de ácido hexosil elágico (m/z 463), ácido O-pentosil elágico (m/z 433), Ácido 
O-deoxihexosil elágico (m/z 447), ácido elágico (m/z 301), ácido O-deoxi-hexosil O-
metil-elágico (m/z 461), ácido O-galoil-deoxihexosil elágico (m/z 599), saponina (m/z 
841) e triterpeno (m/z 487 e 501). Alguns desses compostos não foram identificados 
(picos 10-13).  Os resultados demonstrados na Figura 6 e Tabela 4 evidenciam que 
a composição química dos extratos foi em parte semelhante a do extrato metanólico 
elucidado por Reichert e colaboradores (2018). 
Embora os extratos fossem qualitativamente semelhantes, a análise por CLAE-
DAD mostrou algumas diferenças na concentração de cada composto, principalmente 
dependendo do processo de extração ao qual a amostra foi submetida. Nos 19 
extratos obtidos, a área dos picos (mAU) foram substancialmente diferentes, com 
destaque especial para os picos 3, 6 e 22. 
 
5.1.1 Análise de correlação entre os dados de CLAE-DAD da composição química 
dos 19 extratos de L. pacari 
 
A matriz de correlação apresentada na Figura 7 evidenciou a semelhança na 
composição dos extratos de L. pacari obtidos com diferentes misturas de solventes, 
demonstrando que os extratos são altamente correlacionados. Os menores fatores 
de correlação são 0,91 entre os extratos E-3 e E-6, e entre os extratos E-3 e E-16. E-
1, E-3 e E-16 foram os extratos que apresentaram menor correlação comparado com 
os demais. Há que se considerar que os coeficientes de correlação encontrados nesta 
análise são todos maiores que 0,91 representando fortes correlações (DANCEY; 
REIDY, 2018). A maioria dos extratos se mostrou altamente correlacionado, 
apresentado valores de “r” igual a 0,99. Os resultados apresentados corroboram com 
o perfil cromatográfico semelhante dos extratos apresentados na Figura 5. 
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Figura 7. Matriz de correlação de Pearson entre a composição química dos 19 extrados de L. pacari 
evidenciando os fatores de correlação (r) elevados. A escala de cores expressa a variação do fator de 
correlação, variando do amarelo (mais correlacionado) para azul escuro (menos correlacionado). 
FONTE: O Autor (2019). 
 
5.2 ENSAIOS BIOLÓGICOS IN VITRO 
 
5.2.1 Avaliação do potencial citotóxico e/ou antiproliferativo dos extratos de L. pacari 
pelo ensaio da redução do sal MTT 
 
O ensaio da redução do sal MTT avalia indiretamente a viabilidade celular 
medindo a capacidade metabólica das células. Este ensaio é comumente utilizado 
para triar um grande número de potenciais drogas anticâncer a partir da determinação 
do número de células que permanecem viáveis após um período de incubação 
definido (BOYD, 1997; RISS et al., 2011). 
O efeito dos 19 extratos de L. pacari sobre a viabilidade celular foi avaliado 
sobre as duas linhagens tumorais de mama (MDA-MB-231 e MCF-7) e sobre a 
linhagem não tumoral (McCoy). A concentração inibitória média (CI50) e o índice de 
seletividade foram calculados e os dados estão demonstrados na Tabela 5. 
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A redução de 50% das células viáveis observada neste ensaio (Tabela 5) pode 
ser devida à capacidade dos extratos de induzir a morte celular ou simplesmente por 
estes serem capazes de diminuir a capacidade proliferativa das células. Portanto, este 
método não permite distinguir se os extratos exercem efeito citotóxico ou 
antiproliferativo (BOYD, 1997; RISS et al., 2011). 
Suffiness e Pessuto (1990) consideram frações ou extratos vegetais como 
agentes antineoplásicos em potencial, se o valor de CI50 para 72 h for menor ou igual 
a 30 μg/mL. Observando esse critério, uma vez que os valores de CI50 dos extratos 
sobre células MDA-MB-231 variaram entre 15,21 ± 1,90 μg/mL e 29,37 ± 0,35 μg/mL, 
todos os extratos testados podem ser considerados agentes antineoplásicos em 
potencial. O mesmo ocorre para a maioria dos extratos frente à linhagem MCF-7, com 
exceção dos extratos E-1, E-9, E-13, E-16, E-17 e E-19 que apresentaram valores de 
CI50 maiores que 30 μg/mL. 
Para MDA-MB-231 os extratos E-2, E-3 e E-4 apresentaram os menores 
valores de CI50. Além disso, estes extratos foram os mais seletivos, apresentando IS 
de 1,8 para E-2 e E-3, e de 2,0 para E-4. Considerando o critério seletividade, os 
extratos mencionados são os mais promissores, não havendo diferença significativa 
entre eles com relação ao efeito.  
 Com relação à MCF-7, os extratos E-11 (19,79 ± 1,85 μg/mL) e E-12 (21,78 ± 
1,45 μg/mL) apresentaram os menores valores de CI50. Quanto à seletividade, o 
extrato que apresentou maior IS foi o E-2 (1,3), seguido dos extratos E-4 e E-11 (IS= 
1,2). Dos 19 extratos, onze deles não foram seletivos para MCF-7, ou seja, 
apresentaram valores de CI50 para célula não tumoral igual ou inferior àqueles 
encontrados para a célula tumoral, levando a um IS ≤ 1 (CALDERÓN-MONTAÑO et 
al., 2014).   
 Estudos apontam que o extrato hidroalcoólico das folhas de L. pacari não 
exerce toxicidade sobre células CHO-k1 (células de tecido de ovário de hamster 
chinês) e L929 (fibroblasto murino). Segundo os autores, este extrato também possui 
ácido elágico e elagitaninos derivados da punicalagina em sua composição química, 
corroborando com os dados demonstrados (PEREIRA et al., 2018). 
Os resultados obtidos mostram que os valores de CI50 determinados em 
células MDA-MB-231 de quase todos os extratos testados, foram inferiores aos 
encontrados para as células MCF-7 (exceto E-5, E-6 e E-11). Esta diferença de 
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sensibilidade entre as duas diferentes linhagens já foi relatada anteriormente para 
outros compostos, tal como a genisteina (YANG, S.; ZHOU; YANG, X., 2007). Autores 
sugerem que essa diferença pode ser explicada por distinções no padrão de 
expressão gênica entre as linhagens de mama. Estas podem ser dadas 
principalmente nos níveis de expressão da caspase 3 (essenciais na apoptose) a qual 
é relatada ser menor em células MCF-7, e pelo níveis de expressão do gene p53, o 
qual encontra-se mais expresso neste tipo celular, podendo ativar a maquinaria de 
reparo do DNA e estar relacionado com a resistência ao efeito da droga aplicada 
(JÄNICKE et al., 1998; YANG, S.; ZHOU; YANG, X., 2007; MIRZAPUR et al., 2018; 
ASHOUR et al., 2018). Ashour e colaboradores (2018) relataram que tumores ER 
positivos, tais como a MCF-7, resistem ao efeito do tratamento com doxorrubicina por 
meio da elevação da expressão do gene TP53 e consequente estimulação da 
maquinaria de reparo do DNA.  
Com a finalidade de eleger os extratos mais promissores para dar continuidade 
ao estudo, em vista da grande semelhança de CI50 entre eles, reflexo da similaridade 
da composição química, o quesito da seletividade foi levado em consideração. O 
extrato E-2 mostrou-se o mais promissor para ambas as linhagens tumorais de mama, 
entretanto, como não foram observadas diferenças no IS entre os extratos E-3 e E-4 
para MDA-MB-231, estes foram também selecionados para dar seguimento aos 
estudos nesta linhagem.  
 
5.2.2 Ensaio de  simples contagem 
 
O ensaio de simples contagem foi realizado com as células tumorais a fim de 
confirmar o valor de CI50 (72 horas) obtido pelo método da redução do sal MTT para 
os extratos mais promissores no quesito seletividade e avaliar a perduração do efeito 
por 2 e 4 dias após a retirada do tratamento. Os resultados foram expressos em 
porcentagem de células viáveis em relação ao controle, e estão demonstrados na 
Figura 8.  
Em relação à linhagem MCF-7 (Figura 8-A) os resultados demonstraram que 
os valores de concentração encontrados anteriormente para a CI50 estão corretos, 
uma vez que após 72 h de tratamento 53,63 ± 10,29% de células viáveis foram 
recuperadas. O efeito de E-2 sobre esta linhagem foi mantido durante 2 e 4 dias após 
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a retirada do tratamento, sendo recuperadas respectivamente 39,13 ± 3,89% e 11,60 
± 7,60% de células viáveis.  
 
Figura 8.  Porcentagem de células viáveis recuperadas em relação ao controle nas linhagens MDA-
MB-231 e MCF-7 após 72 h de tratamento com extratos de L. pacari, e dois e quatro dias após a 
retirada do tratamento. (A) Porcentagem das células viáveis da linhagem MCF-7 tratadas com E-2 em 
relação ao controle. (B) Porcentagem de células viáveis da linhagem MDA-MB-231 tratadas com E-2, 
E-3 e E-4 em relação ao controle. (*), (**) e (***) denotam diferença estatística de p<0,05, p<0,01 e de 
p<0,001, respectivamente, em relação ao controle (CTRL). 
FONTE: O Autor (2019). 
 
Para a linhagem MDA-MB-231 (Figura 8-B), a CI50 dos extratos E-2, E-3 e E-4 
reduziram a viabilidade em cerca de 50% em relação ao controle (49,56 ± 5,60% para 
E-2; 51,76 ± 9,01% para E-3 e 48,45 ± 7,52% para E-4), confirmando também o 
resultado encontrado pelo ensaio do MTT. O efeito dos extratos se manteve após a 
retirada do tratamento, observando 28,70 ± 7,82% para E-2; 38,63 ± 2,70% para E-3 
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e 25,00 ± 7,47% para E-4 de células viáveis recuperadas no dia 2 e 19,47 ± 2,69% 
para E-2; 21,06 ± 8,43% para E-3 e 17,05 ± 4,57% para E-4 no dia 4.  
A manutenção do efeito tempo-dependente dos extratos mesmo após a 
retirada do tratamento pode ser um indicativo de que a CI50 dos extratos testados 
exerce efeito citotóxico sobre as linhagens tumorais de mama, uma vez que por 
definição, se os extratos exercessem efeito antiproliferativo nessas concentrações, 
após a retirada do tratamento, seria observada a recuperação da capacidade 
proliferativa das células, e consequente aumento da porcentagem das células viáveis 
detectadas comparados com a porcentagem de células contadas no dia zero (RIXE; 
FOJO, 2007). 
 
5.2.3 Ensaio de formação de colônias (ensaio clonogênico) 
 
Os extratos mais promissores quanto à seletividade também foram avaliados 
pelo ensaio de formação de colônias. Este ensaio tem por objetivo determinar a 
capacidade de uma célula em proliferar indefinidamente, mantendo sua capacidade 
reprodutiva para formar uma colônia e é utilizado para avaliar o efeito de agentes 
quimioterápicos com potencial aplicação na clínica (MUNSHI; HOBBS; MEYN, 2005).  
Através da curva de sobrevivência celular é possível definir a relação entre a 
concentração do agente utilizado para promover a injúria e a fração de células que 
mantém a capacidade de proliferação, sendo esta uma informação adicional, não 
fornecida pelo ensaio da redução do sal MTT, o qual avalia apenas a viabilidade 
celular durante o período de tratamento estabelecido (CAMPLIN et al., 1991; 
MUNSHI; HOBBS; MEYN, 2005). Ainda, devido à utilização de uma menor densidade 
celular, o ensaio de formação de colônias permite, de maneira geral, distinguir os 
efeitos exercidos pelos extratos, podendo classificá-los em citotóxico ou 
antiproliferativo (inibição do crescimento) (BOYD, 1997). Isso é possível partindo do 
princípio de que, por definição, se o extrato for predominantemente citotóxico a célula 
não será capaz de gerar clones, logo o efeito é percebido ao final do experimento ao 
examinar o número de colônias em relação ao controle. O efeito antiproliferativo é 
percebido observando a manutenção do número das colônias e a diferença apenas 
na área das mesmas em relação ao controle, indicando que durante o período de 
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tratamento, este foi capaz de inibir a proliferação, porém após a retirada do mesmo, 
as células retomam sua capacidade proliferativa (RIXE; FOJO, 2007). 
Para MCF-7 tratada com o E-2 (Figura 9), as concentrações 2 e 4 μg/mL 
demonstraram exercer efeito antiproliferativo, uma vez que foi observada diferença 
significativa apenas na área das colônias em relação ao controle. As demais 
concentrações (8-32 μg/mL) exerceram efeito significativo sobre os dois parâmetros 
avaliados, sugerindo efeito citotóxico. É digno de nota que a concentração do CI50 de 
extrato E-2 encontrada no ensaio da redução do sal MTT (24 μg/mL), compreendida 
entre 16 e 32 μg/mL, pode exercer efeito significativo sobre área e número de 
colônias, uma vez que a concentração de 16 μg/mL foi capaz de reduzir em 86,68% 
a área ocupada pelas colônias e em 91,77% o número das colônias comparado ao 
controle, e a concentração de 32 μg/mL foi capaz de reduzir em 98,55% a área 
ocupada pelas colônias no poço e em 98,54% o número de colônias em relação ao 
controle. Esses resultados corroboram com a sugestão de efeito citotóxico da CI50 de 
E-2 sobre as células MCF-7 feita a partir do resultado do ensaio de simples contagem.  
 
FIGURA 9. Número e área (cm2) das colônias de MCF-7 tratadas com E-2 por 72 horas. (A) Número 
e área total das colônias por poço, tratadas com E-2 nas concentrações entre 2 - 32 μg/mL. (B) Imagem 
das colônias de MCF-7 após a coloração com cristal violeta e valor de CI50 calculado a partir da área 
das colônias. (*), (**) e (***) denotam diferença estatística de P<0,05, P<0,01 e de P<0,001, 
respectivamente, em relação ao número de colônias do controle (CTRL). (#), (##) e (###) denotam 
diferença estatística de p<0,05, p<0,01e de p<0,001, respectivamente, em relação à área total de 
colônias do controle (CTRL). FONTE: O Autor (2019). 
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Para MDA-MB-231 tratada com os E-2, E-3 e E-4 (Figura 10), apenas a menor 
concentração (2 μg/mL) dos extratos testados parece exercer atividade 
antiproliferativa, observando-se diferença apenas na área das colônias. As demais 
concentrações dos três extratos, incluindo a CI50 calculada pelo método do MTT 
(cerca de 16 μg/mL) sugerem efeito citotóxico, afetando significativamente a área e o 
número das colônias em comparação com o controle. Na concentração de 16 μg/mL 
o E-2 reduziu 97,52% em área e 95,10% em número de colônias, E-3 reduziu 98,67% 
em área e 95,29% em número de colônias, e E-4 reduziu 94,33% em área e 91,63% 
em número de colônias em comparação ao controle. Os extratos não apresentaram 
diferença significativa entre os CI50 calculado neste ensaio para linhagem MDA-MB-
231 (E-2 = 4,411 ± 0,4 μg/mL, E-3 = 4,399 ± 0,5 μg/mL e E-4 = 4,596 ± 0,8 μg/mL), 
corroborando com os dados encontrados para o ensaio da redução do sal MTT e 
ensaio de simples contagem. Isso fica evidente na Figura 11, a qual mostra que o 
perfil de resposta das células aos tratamentos é semelhante em relação a área e 
número de colônias. De maneira geral, todos os extratos inibiram significativamente 
a atividade proliferativa das células em relação ao controle a partir da concentração 
de 2 μg/mL. 
Considerando os valores de CI50 de extrato E-2 calculados neste ensaio para 
MCF-7 (CI50= 5,678 ± 0,4) e MDA-MB-231 (CI50= 4,411 ± 0,4), é possível notar que 
uma concentração significativamente maior de extrato é requerida para se atingir o 
mesmo efeito nas células MCF-7 em comparação à MDA-MB-231 (p=0,0179). Este 
resultado corrobora com o encontrado anteriormente no ensaio da redução do sal 
MTT, que apontava uma maior sensibilidade da linhagem MDA-MB-231 ao extrato E-
2. 
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Figura 11. Comparação entre o efeito dos extratos E-2, E-3 e E-4 em células MDA-MB-231. Perfil de 
resposta comparativa dos efeitos dos extratos E-2, E-3 e E-4 sobre células MDA-MB-231 em termos 
de porcentagem do número de colônias (A) e área das colônias em relação ao controle (B). 
FONTE: O Autor (2019). 
 
Conforme pode ser observado na Figura 12, as concentrações de 2 e 4 μg/mL 
dos extratos E-2 e E-4 não exerceram efeito sobre a capacidade proliferativa das 
células não tumorais (McCoy) quanto aos parâmetros analisados. Por outro lado, E-
3 apresentou um indicativo de efeito antiproliferativo na concentração de 2 μg/mL, 
devido à redução na área das colônias em comparação ao controle (15,92% para 
área e apenas 2,53% em número). Já na concentração de 4 μg/mL além do efeito 
sobre a área da colônia (16,40%), E-3 também exerceu efeito reduzindo o número 
das colônias (16,17%) em relação ao controle. A partir da concentração de 8 μg/mL, 
todos os extratos reduziram o número e a áreas das colônias, sugerindo então efeito 
citotóxico. Contudo, a Figura 13 evidencia que o efeito foi significativamente mais 
brando nas células tratadas com E-2, refletindo em um valor de CI50 maior quando 
comparado aos outros extratos testados (E-2= 9,115 ± 0,9 μg/mL, E-3= 6,378 ± 0,4 
μg/mL e E-4 7,099 ± 0,8 μg/mL), resultando em valores de p=0,0086 quando 
comparado ao CI50 do E-3 e p=0,0320 comparado ao E-4. 
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Figura 13.  Comparação entre o efeito dos extratos E-2, E-3 e E-4 em células McCoy. Perfil de resposta 
comparativa dos efeitos dos extratos E-2, E-3 e E-4 sobre células McCoy em termos de porcentagem 
do número de colônias (A) e área das colônias (B) em relação ao controle. 
FONTE: O Autor (2019). 
  
Analisando o efeito dos extratos de L. pacari, observou-se que todos foram 
capazes de inibir a formação de colônias de maneira concentração-dependente 
quando comparado ao grupo controle nas linhagens tumorais e não-tumoral. Os 
resultados apresentados corroboram com o perfil de resposta das células HRT-18 
tratadas com concentrações entre 1,9 e 20 μg/mL de extrato metanólico das cascas 
do caule de L. pacari encontrado por Reichert (2018). 
Alguns autores defendem que uma mesma substância pode exercer efeito 
citotóxico e antiproliferativo dependendo da concentração, conforme observado neste 
experimento. Isso é possível porque dependendo da concentração a mesma 
substância pode afetar diferentes fases do ciclo celular. Assim, uma vez que possa 
estar relacionado à uma fase específica do ciclo celular, o efeito citotóxico não é 
observado em todas as concentrações (RIXE; FOJO, 2007). Um exemplo de perfil de 
resposta semelhante à observada para os extratos de L. pacari é a daunorrubicina, 
quimioterápico inibidor da topoisomerase II, que tem efeito diferencial dependendo da 
concentração. Em baixas concentrações é antiproliferativo devido à parada do ciclo 
celular na fase G2-M e citotóxico em concentrações mais altas, onde há parada na 
fase G1-S (STEIN et al., 2003; LUPI et al., 2004; RIXE; FOJO, 2007).  
Marcondes e colaboradores (2014) relataram que o extrato metanólico das 
cascas do caule de L. pacari na concentração de 1000 μg/mL levam à parada do ciclo 
celular na fase G0/G1 e consequente apoptose de células U-937. Os autores também 
indicaram que a concentração de 10 μg/mL do extrato induzem apoptose nas 
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linhagens HRT-18, SH-SY5Y e HeLa. Para confirmar o mecanismo de ação dos 
extratos de L. pacari sobre as linhagens utilizadas no presente trabalho, faz-se 
necessário a realização de estudos aprofundados com relação à interferência no ciclo 
celular e mecanismos de morte envolvidos neste processo.  
Nota-se ainda que os valores de CI50 calculados no ensaio clonogênico são 
diferentes dos obtidos pelo método do MTT. Segundo Banasiak e colaboradores 
(1999) dependendo da linhagem celular e do tipo da injúria aplicada é possível haver 
discrepâncias nos valores de CI50 calculados por métodos diferentes. No caso de 
ensaios de citotoxicidade, como o MTT, a mensuração das células viáveis é feito por 
meio da avaliação de sua capacidade metabólica. Já no ensaio clonogênico, são 
consideradas as células que mantém a capacidade de gerar clones (colônias). Neste 
método, células viáveis que perdem o potencial proliferativo ou apresentam este 
desacelerado, formando colônias com menos de 50 células não são contabilizadas 
(FRANKEN et al., 2006). 
Para a manutenção da integridade e da função dos tecidos normais (não-
tumorais) é importante que as células mantenham a capacidade de proliferação 
mesmo frente a exposição do agente quimioterápico. Em contrapartida, o ideal 
esperado para as células tumorais é que estas percam a capacidade de se proliferar 
descontroladamente, prevenindo assim a recorrência do tumor (FRANKEN et al., 
2006). Para tanto, o índice de seletividade (IS) também foi calculado baseado nos 
CI50 obtidos por meio do ensaio de formação de colônias (clonogênicos) (Tabela 6). 
 
Tabela 6. Valores de CI50 (μg/mL) determinados para os extratos E-2, E-3 e E-4 em linhagens McCoy, 
MDA-MB-231 e MCF-7 pelo ensaio clonogênico e seus respectivos índices de seletividade 
Extrato 
McCoy MDA-MB-231 MCF-7 
CI50 (μg/mL) CI50 (μg/mL) IS CI50 (μg/mL) IS 
E-2 9,115 ± 0,9 4,411 ± 0,4 2,07 5,678 ± 1,0 1,3 
E-3 6,378 ± 0,4 4,339 ± 0,5 1,47 - - 
E-4 7,099 ± 0,6 4,596 ± 1,0 1,54 - - 
FONTE: O Autor (2019). 
 
O IS calculado no ensaio clonogênico demonstrou que o extrato E-2 é o mais 
seletivo dentre os três extratos testados em MDA-MB-231, apresentando um IS= 2,07, 
enquanto o índice de seletividade para E-3 foi de 1,47 e para E-4 de 1,54. Este ensaio 
demonstrou também a manutenção da capacidade proliferativa das células normais 
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após o período de tratamento. Koch e colaboradores (2005) defendem que quanto 
maior o IS, mais promissor é o extrato, devido ao seu efeito seletivo e sugere que o 
índice de seletividade deva ser maior ou igual a 2 a fim de se estabelecer uma 
margem de segurança que garanta a atividade do extrato, evitando que o mesmo 
possa ter ação toxica. 
Adicionalmente, cabe ressaltar que para a linhagem MCF-7 testada com 
extrato E-2, o resultado para seletividade encontrado no ensaio clonogênico 
demonstrou uma elevação no valor do IS de 1,3 no MTT para 1,61, possivelmente 
devido à manutenção da capacidade proliferativa da linhagem normal frente ao 
tratamento, comparada à célula tumoral da linhagem em questão. Assim, dentre os 
extratos testados, o E-2 (MeOH:EtOH 50% v/v), por exercer efeito seletivo, pode ser 
considerado o de melhor escolha para ser acompanhado em estudos futuros 
utilizando linhagens de câncer de mama. 
 
5.3 ANÁLISES DE CORRELAÇÃO COMPOSIÇÃO-EFEITO  
 
Os resultados obtidos através da execução dos ensaios do MTT, contagem 
celular e clonogênico, demonstraram claramente a atividade 
citotóxica/antiproliferativa seletiva de determinados extratos de L. pacari sobre células 
de carcinoma de mama (MCF-7 e MDA-MB-231) quando comparado a células não 
tumorais, indicando a presença de compostos e/ou misturas desses que apresentam 
potencial antineoplásico. Um estudo quimiométrico utilizando a correlação 
composição versus efeito foi realizado a fim de relacionar os principais compostos 
dos 19 extratos com os efeitos demonstrados (CI50 calculado no ensaio da redução 
do sal MTT) sobre as células tumorais (MDA-MB-231 e MCF-7) e não tumoral 
(McCoy), conforme demonstrado na Figura 14. 
As correlações, em sua grande maioria, não foram significativas, de modo que 
estas descrevem apenas uma tendência entre a presença dos compostos e a CI50 
encontradas nesta análise.  Isto se deve à alta correlação entre a composição química 
dos extratos, reflexo da alta semelhança dos mesmos, já demonstrado na Figura 5 e 
7 e o efeito similar apresentado na Tabela 5.  
Neste sentido, sugere-se que os picos referentes ao isômero de pedunculagina 
(3), substâncias não identificadas (11-13), Isômero de ácido hexosil elágico (15), 
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ácido O-deoxihexosil elágico (17), ácido elágico (18) e ácido O-galoil-deoxihexosil 
elágico (21) sejam alguns dos compostos responsáveis pelo efeito dos extratos de L. 
pacari observados sobre MDA-MB-231 (Figura 14). Os compostos relacionados com 
o efeito sobre as células MCF-7 evidenciados na Figura 14 foram elagitanino (6), 
isômero de punicalagina (8), catequina (9), não identificados (10-12), saponina (22) e 
triterpeno (24). 
 Apesar dos baixos valores do coeficiente de correlação (r), os compostos 
sugeridos ácido elágico, elagitanino, isômero de punicalagina, catequina, triterpeno e 
saponina presentes nos extratos de L. pacari já foram relacionados anteriormente 
com o efeito citotóxico sobre células HRT-18 por Reichert e colaboradores (2018). Os 
autores obtiveram resultados significativos por utilizarem frações obtidas do extrato 
metanólico das cascas de L. pacari, os quais apresentaram diferentes valores de CI50, 
devido à composição química distinta. 
Além disso, o ácido elágico e os elagitaninos tem sua atividade bastante 
relatada sobre células tumorais de mama MDA-MB-231 e MCF-7, conforme já 
revisado no item 3.6. Considerando que o ácido elágico é um dos principais 
componentes do extrato e foi relacionado apenas com o efeito 
citotóxico/antiproliferativo sobre a linhagem MDA-MB-231, este resultado pode ser 
mais uma hipótese para explicar a diferença de sensibilidade entre as linhagens MDA-
MB-231 e MCF-7 em relação aos extratos de L. pacari testados. Kim e colaboradores 
(2009) relataram que o ácido elágico exerce diferentes efeitos nas linhagens MDA-
MB-231 e MCF-7, sendo a linhagem triplo negativa mais sensível, corroborando como 
os resultados encontrados neste trabalho. 
A relação do triterpeno e saponina dos extratos de L. pacari com o efeito 
citotóxico sobre células MCF-7 também tem sido relatada por outros autores quando 
estudam outras espécies vegetais, como os triterpenos do abacate (Persea 
americana), cascas de Betula utilis (MISHRA et al., 2016; ABUBAKAR; ACHMADI; 
SUPARTO, 2017) e as saponinas extraídas de Zanthoxylum armatum, Albizia lebbeck 
e Chlorophytum borivilianum (DEORE; KHADABADI, 2010; ALAM et al., 2017; DESAI; 
JOSHI, 2019). 
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As correlações negativas indicam que o aumento na área do pico resulta em 
uma maior CI50, o que é desejada para a linhagem celular normal (McCoy). Este efeito 
é observado para os picos 1 (HHDP-O-hexosídeo), 3 (isômero de pedunculagina), 4 
(O-galoil punicalina), 6 (elagitanino), 7 (isômero de punicalagina), 16 (ácido O-pentosil 
elágico), 19 e 20 (ácido O-deoxihexosil O-metil elágico) e 24 (triterpeno). O aumento 
na área dos picos 3, 6 e 24 está relacionado com o aumento da CI50 na célula normal 
e a diminuição desta para as células tumorais, corroborando com o efeito seletivo. 
Analisando a composição dos extratos E-2, E-3 e E-4 com relação à área dos 
picos relacionados com o aumento da CI50 nas células normais (McCoy), é possível 
observar que, com exceção dos picos 4 e 24, estes compostos estão presentes em 
uma maior concentração no extrato E-2 (MeOH:EtOH 50% v/v) (Figura 15) sugerindo 
a explicação do efeito mais seletivo do mesmo em comparação aos demais. 
 
Figura 15. Comparação da área dos picos dos extratos E-2, E-3 e E-4 com potencial efeito de elevar 
o CI50 das células da linhagem McCoy. (1) HHDP-O-hexosídeo; (3) Isômero de pedunculagina; (4) O-
galoil punicalina; (6) Elagitanino; (7) Isômero de punicalagina; (16) Ácido O-pentosil elágico; (19) Ácido 
O-deoxihexosil O-metil elágico; (20) Ácido O-deoxihexosil O-metil elágico; (24) Triterpeno. 
FONTE: O Autor (2019).  
 
O resultado da análise de correlação apresentada corrobora com a sugestão 
de Marcondes e colaboradores (2014) e com os achados de Reichert e colaboradores 
(2018) de que a ação antitumoral dos extratos das cascas de L. pacari não deve ser 
atribuída apenas ao ácido elágico isoladamente, e sim a mistura de outras 
substâncias presentes no extrato.  
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5.4. CAPTAÇÃO DO EXTRATO E-2 PELAS CÉLULAS NORMAL E TUMORAL 
 
Uma vez demonstrado o efeito citotóxico/antiproliferativo dos extratos de L. 
pacari sobre as células de câncer de mama, e levando em consideração que os 
extratos são compostos majoritariamente por ácido elágico, seus derivados e taninos 
hidrolisáveis, a internalização do extrato E-2 (MeOH:EtOH 50% v/v) foi avaliada sobre 
células das linhagens MDA-MB-231 (tumoral) e McCoy (não tumoral), a fim de avaliar 
como a captação e a metabolização de tais compostos estão relacionadas com os 
efeitos observados. 
Para a realização destes estudos, foi selecionada a concentração de 100 
μg/mL do extrato E-2 e ácido elágico, por esta preliminarmente não exercer efeito 
sobre a morfologia e confluência das células em comparação ao controle nos 
períodos de tempo utilizado (dados não demonstrados). Estudos de alterações 
fenotípicas dessas células serão melhores investigados através do uso de técnicas 
microscópicas mais avançadas e corantes específicos.  
Reichert (2018) demonstrou que o extrato metanólico de L. pacari (100 – 1000 
μg/mL) apresentou um efeito concentração-dependente na redução do número de 
células leucêmicas viáveis (U-937) quando expostas ao tratamento por 24 h com 
88,8% de recuperação celular na concentração de 100 μg/mL. Além disso, o método 
cromatográfico utilizado nesse estudo foi capaz de detectar as substâncias presentes 
no extrato, mesmo em baixas concentrações, livre no meio de cultura e 
intracelularmente. 
Após 2 horas de incubação do extrato E-2 em meio de cultura RPMI 1640 
(GIBCO, Baltimore, EUA) sem presença celular foi possível observar no 
cromatograma obtido por CLAE-DAD (Figura 16) a ausência dos picos referentes aos 
elagitaninos do extrato, como os isômeros punicalina, pedunculagina e punicalagina 
(tempos de retenção entre 7,01 e 14,07 minutos). Isso pode ser explicado devido à 
precipitação, degradação ou ligação às proteínas do ambiente (meio de cultura) 
(LIPIŃSKA; KLEWICKA; SÓJKA, 2014) ou pela hidrólise dessas substâncias, 
resultando em ácido elágico (LARROSA; TOMÁS-BARBERÁN; ESPÍN, 2006), 
demonstrando que os elagitaninos não são captados pelas linhagens celulares 
utilizadas nesse estudo in vitro. 
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Figura 16. Cromatograma do extrato E-2 (100 μg/mL) incubado em meio de cultura (RPMI 1640) por 
2 h. (A) Cromatograma CLAE-DAD do meio de cultura RPMI 1640 (pH 7,4) na ausência do extrato E-
2, evidenciando a presença de vermelho de fenol (VF); (B) Cromatograma CLAE-DAD do E-2 (100 
μg/mL) diluído em metanol (sem meio de cultura RPMI 1640) evidenciando os compostos do extrato: 
(1) HHDP-O-hexosídeo, (2) Isômero de punicalina, (3) Isômero de pedunculagina, (4) O-galoil 
punicalina. (5) Elagitanino; (6) Elagitanino, (7-8) Isômero de punicalagina, (9) Catequina, (10) NI, (11-
13) NI, (14-15) Isômero de ácido hexosil elágico, (16) Ácido O-pentosil elágico, (17) Ácido O-
deoxihexosil elágico, (18) Ácido elágico; (C) Cromatograma CLAE-DAD do E-2 (100 ug/mL) incubado 
em meio de cultura (pH 7,4) evidenciando a ausência dos picos referentes aos elagitaninos do extrato 
e a presença de vermelho de fenol (VF).   
FONTE: O Autor (2019). 
 
O resultado encontrado corrobora com a ausência dos picos correspondentes 
aos elagitaninos presentes no cromatograma do meio de cultura recuperado após 
incubação de 24 horas com células U-937 e extrato metanólico de L. pacari nas 
concentrações de 100 e 500 μg/mL por 24 horas observado por Reichert (2018). 
Estudos in vitro demonstraram que os elagitaninos são estáveis em HCl pH 1,8 
- 2,0, semelhante ao ácido gástrico, e na presença de enzimas gástricas como 
pepsina, renina e lipases gástricas, não sofrendo hidrólise e nem produção de ácido 
elágico nessas condições (HASLAM, 2009). Os elagitaninos também resistem às 
enzimas pancreáticas e aos sais biliares e são transportados ao duodeno e ao 
intestino delgado, onde o pH é mais elevado (pH 7,1 a 8,4), favorecendo a hidrólise e 
posterior conversão a ácido elágico (LARROSA et al., 2010; LIPIŃSKA; KLEWICKA; 
SÓJKA, 2014). Portanto, o pH do meio de cultura (RPMI 1640) utilizado no estudo 
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(pH 7,4) está ocasionando a hidrólise prévia dos elagitaninos presentes no extrato E-
2, ocorrendo conforme descrito por Larrosa e colaboradores (2006) (Figura 17).  
 
 
Figura 17. Representação da hidrólise dos principais elagitaninos do extrato E-2 de Lafoensia pacari 
incubado por 2 h em meio de cultura (RPMI 1640, pH 7.4) resultando na formação do ácido 
hexahidroxidifenico que espontaneamente desidrata formando uma dilactona de ácido gálico estável 
(ácido elágico).  
FONTE: Adaptado por Larrosa; Tomás-Barberán; Espín (2006).    
 
Para Zucker (1983) os taninos hidrolisáveis podem ser considerados como 
poliésteres da glicose, podendo ser classificados em duas categorias: galotaninos, 
que por hidrólise ácida liberam ácido gálico e seus derivados; e elagitaninos, que por 
hidrólise liberam os ácidos valônico e elágico, sendo esse último o mais importante e 
demonstrado no extrato E-2 de Lafoensia pacari. 
Considerando que o entendimento do processo de absorção e metabolismo 
dessas substâncias in vitro é essencial na avaliação de seus efeitos, a captação do 
extrato E-2 foi avaliada na linhagem tumoral MDA-MB-231 e na linhagem não tumoral 
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(McCoy). As células foram incubadas em meio de cultura contendo 100 μg/mL do 
extrato E-2, e as análises foram realizadas após 2, 6 e 24 horas de incubação para 
MDA-MB-231 e de 2 e 6 horas para McCoy. Esses tempos foram escolhidos baseado 
no trabalho de Larrosa e colaboradores (2006), os quais demonstraram que a célula 
Caco-2 (carcinoma colorretal) é capaz de captar o ácido elágico a partir de 2 horas.  
Foi possível observar na Figura 18.B que no tempo de 2 horas de incubação 
utilizando o extrato E-2, após lise celular e análise por CLAE-DAD, o ácido elágico 
(tR= 29,75 min) já pode ser encontrado no interior das células da linhagem MDA-MB-
231. A internalização celular após 6 horas de tratamento com o extrato E-2 (100 
μg/mL) (Figura 18.C) demonstrou um aumento da quantidade de ácido elágico além 
do aparecimento de seus derivados glicosilados (tR = 27,85 min). O tempo de 24 horas 
de tratamento foi avaliado a fim de verificar se ainda haveria componentes do extrato 
E-2 no interior das células tumorais MDA-MB-231. O cromatograma demonstrou que 
o ácido elágico e derivados glicosilados ainda estavam presentes no lisado celular 
(Figura 18.D). Quando as células tumorais foram incubadas com 100 μg/mL do 
padrão de ácido elágico, este foi captado e apareceu no lisado em um tempo de 
retenção semelhante ao dos componentes encontrados no extrato de L. pacari (Figura 
18.E), confirmando a identificação das substâncias internalizadas pela linhagem 
MDA-MB-231. 
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Figura 18. Cromatograma obtido por CLAE-DAD dos lisados das células MDA-MB-231 incubados com 
extrato E-2. (A) Lisado das células controle, incubadas sem a presença de E-2. (B) Lisado de células 
incubadas com 100 μg/mL de E-2 por 2 horas. (C) Lisado de células incubadas com 100 μg/mL de E-
2 por 6 horas. (D) Lisado de células incubadas com 100 μg/mL de E-2 por 24 horas. (E) Lisado de 
células incubadas com 100 μg/mL de ácido elágico por 6 horas. (1) Derivados glicosilados do ácido 
elágico; (2) Ácido elágico. 
FONTE: O Autor (2019). 
A linhagem não tumoral também foi testada quando à capacidade de captar os 
componentes do extrato E-2. Conforme observado na Figura 19, não foram 
encontrados componentes do extrato no lisado das células da linhagem McCoy. 
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Figura 19. Cromatograma obtido por CLAE-DAD dos lisados das células McCoy incubados com extrato 
E-2. (A) Lisado das células controle, incubadas sem a presença de E-2. (B) Lisado de células 
incubadas com 100 μg/mL de E-2 por 2 horas. (C) Lisado de células incubadas com 100 μg/mL de E-
2 por 6 horas. 
FONTE: O Autor (2019). 
 
Reichert (2018) não encontrou substâncias referentes ao extrato no interior das 
células leucêmicas U-937 tratadas com 100 μg/mL do extrato metanólico das cascas 
de L. pacari após 24 h, apenas foi detectado a presença de metabólitos no meio de 
cultura sugerindo que estes foram intracelularmente metabolizados e excretados. 
Além das células serem diferentes entre si, principalmente no metabolismo celular, a 
diferença no resultado pode ser devido ao método de lise utilizado no ensaio de 
captação, pois enquanto Reichert (2018) rompeu as células utilizando tampão de lise 
e posterior extração em fase sólida, nesse trabalho foi utilizado sonicação e metanol 
como solvente extrator conforme descrito por Larrosa e colaboradores (2006). É 
relatado que o ácido elágico é muito mais solúvel em metanol do que em água, um 
fator que pode interferir na extração dos compostos presentes intracelularmente, 
encontrados em baixa concentração (BALA, 2006).  
Ainda sobre a diferença na biologia das linhagens celulares, Larrosa e 
colaboradores (2006) ao estudarem a captação do ácido elágico e punicalagina por 
células Caco-2, não encontraram ácido elágico livre no interior das células. A 
diferença metabólica entre as linhagens é evidenciada neste estudo, uma vez que 
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diferente das células Caco-2, no interior das células MDA-MB-231 foi encontrado 
ácido elágico na forma livre e a linhagem normal sequer foi capaz de internalizar os 
componentes do extrato E-2 nos tempos avaliados.   
Cabe ressaltar que a pequena quantidade de ácido elágico e demais 
componentes relacionados ao extrato encontrada no sobrenadante do lisado celular 
em todos os tempos analisados pode ser devido à propriedade desses compostos de 
se ligar às proteínas e ao DNA, precipitando com estas estruturas e, portanto, não 
ficando disponível para ser detectado no CLAE (WHITLEY et al., 2003). 
Após tratamento, o meio de cultura contendo extrato E-2 incubado com as 
células MDA-MB-231 (2, 6 e 24 horas) e McCoy (2 e 6 horas) foi analisado. Como 
pode ser observado na Figura 20, no meio de cultura contendo E-2 incubado na 
presença das células tumorais, os metabólitos excretados pela célula foram 
detectados em pequena quantidade (tR= 30,5 min), entretanto não foram 
identificados. Já na linhagem não tumoral (McCoy) (Figura 21), uma vez que nos 
períodos de tempo incubados o extrato estudado não foi internalizado, não foram 
observados picos referentes a esses metabólitos no cromatograma.
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Um pequeno pico com tempo de retenção semelhante ao dos metabólitos do 
extrato foi detectado no meio de cultura incubado com MDA-MB-231 e ácido elágico 
(Figura 22), corroborando com a hipótese de que estes sejam produtos do 
metabolismo do ácido elágico.   
 
Figura 22. Cromatograma obtido por CLAE do meio de cultura incubado com ácido elágico (100 μg/mL) 
e células MDA-MB-231 por 6 horas evidenciando a presença do ácido elágico (1) no meio extracelular 
e a presença de pequeno pico (tR = 30,5 min) correspondente aos metabólitos excretados (2). VF: 
Vermelho de fenol.  
FONTE: O Autor (2019). 
 
Além de evidenciar a presença do pico referente aos metabólitos excretados 
no meio de cultura pelas células tumorais, a Figura 20 demonstrou que a área do pico 
é diretamente proporcional ao tempo de incubação, sendo maior em 24 h. Também 
foram observados o desaparecimento dos picos referentes aos elagitaninos em 
ambos os meios de cultura incubados com células tumorais e não tumorais, conforme 
anteriormente demonstrado para o meio de cultura sem a presença de células. 
Os resultados encontrados neste estudo para a linhagem tumoral corroboram 
com Reichert (2018), que detectou metabólitos do extrato metanólico das cascas de 
L. pacari no meio de cultura incubado com células U-937. A partir de uma comparação 
do perfil cromatográfico pode-se inferir que estes metabólitos presentes no meio de 
cultura incubado com células MDA-MB-231, sejam o ácido dimetil elágico e/ou seu 
derivado glucuronidado. Larrosa e colaboradores (2006) também descreveram que o 
ácido elágico livre presente no meio é rapidamente absorvido e metabolizado pelas 
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células Caco-2, biotransformado em derivados metilados, glucuronidados e 
sulfatados, os quais são excretados no meio de cultura onde podem ser detectados. 
Lipińska e colaboradores (2014) relataram que o ácido elágico é absorvido 
pelas células do trato gastrointestinal e são rapidamente transformadas pela Catecol 
O-Metiltransferase (COMT). Diversos autores relataram que as células da linhagem 
MDA-MB-231 expressam essa enzima, evidenciando a capacidade de metabolizar o 
ácido elágico (YU et al., 2011; GRIMES et al., 2018). 
Assim, é possível inferir que o metabolismo celular relativo aos componentes 
do extrato E-2 esteja relacionado com o efeito seletivo do extrato sobre as células 
tumorais (MDA-MB-231), uma vez que os experimentos demonstram que as células 
normais (McCoy) parecem não ter a capacidade de produzir estes metabólitos. 
Os perfis cromatográficos dos meios de cultura recuperados tanto das células 
normais, quanto das tumorais revelam que os componentes do extrato E-2 não 
possuem a capacidade de atravessar livremente a membrana celular, ficando a maior 
parte retido no ambiente extracelular. Isso se deve ao caráter hidrofílico das 
substâncias identificadas no extrato. Enquanto substâncias lipofílicas atravessam 
livremente a membrana celular por difusão passiva, substâncias hidrofílicas 
necessitam ativar mecanismos carreadores, que possibilitam sua entrada no 
citoplasma (NELSON; COX, 2018).  
Vários estudos têm sugerido que a internalização do ácido elágico pelas 
células ocorre por meio dos transportadores do tipo OATp (peptídeo transportador de 
ânions orgânicos) (WHITLEY; SWEET; WALLE, 2006; MAO et al., 2016). Alguns 
subtipos de OATp tem a expressão aumentada em células tumorais, incluindo a de 
mama (MCF-7 e MDA-MB-231) em comparação com tecido e células normais (MCF-
10A). A descoberta dessa alteração dos OATp’s nos tecidos tumorais tem despertado 
um interesse no transporte de drogas anticâncer, visando um efeito seletivo. Através 
destes transportadores, compostos que interferem no crescimento e na sobrevivência 
celular são internalizados, incluindo drogas anticâncer clinicamente utilizadas, como 
o metotrexato e paclitaxel (OBAIDAT; ROTH; HAGENBUCH, 2012; ROTH; OBAIDAT; 
HAGENBUCH, 2012).   
Wlcek e colaboradores (2008) relataram que células da linhagem tumoral 
estudada (MDA-MB-231) expressam transportadores da família OATp. Logo, o ácido 
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elágico e parte dos componentes do extrato E-2 podem estar sendo internalizados 
através destes receptores, entretanto, estudos adicionais são necessários a fim de 
confirmar esta hipótese, investigando também quais os subtipos desta classe de 
transportadores estão envolvidos no processo.  
Ainda há que se considerar a possibilidade de que o transporte dos derivados 
glicosilados do ácido elágico para o interior das células MDA-MB-231 esteja sendo 
realizado pelos transportadores de glucose, uma vez que é relatado a capacidade de 
substâncias ligadas a moléculas de açúcar serem internalizadas por meio dos 
transportadores de glucose e exercerem efeito seletivo sobre as células tumorais, 
visto que é sabido que as células de câncer apresentam uma expressão aumentada 
de transportadores de glucose a fim de atender a demanda energética elevada devido 
à alta taxa proliferativa (WARBURG, 1956; CALVARESI; HERGENROTHER, 2013). 
Particularmente no câncer de mama tem-se observado a expressão aumentada dos 
receptores de glucose (GLUT-1) em comparação com o tecido mamário normal 
(KRZESLAK et al., 2012).   
Nossos resultados, aliados a identificação das substâncias presentes nos 
extratos L. pacari, demonstram claramente que parte dos mecanismos envolvidos 
com os efeitos citotóxico/antiproliferativos provocados por esta espécie está 
relacionada com a ação do ácido elágico proveniente da hidrólise dos elagitaninos. 
Entretanto, sugere-se que existam outros mecanismos intra e extracelular envolvido, 
uma vez que alguns dos elagitaninos e demais componentes detectados nos extratos 
apresentam correlação com a atividade citotóxica frente a células MDA-MB-321. Além 
do mais, pelo fato do extrato de L. pacari ser quimicamente complexo alguns 
compostos ainda não foram identificados e podem ser responsáveis por esses efeitos.  
Entretanto, é digno de nota, que os efeitos citotóxicos promovidos pelos 
elagitaninos têm sido associados as suas características químicas, como o número 
de grupos hidroxifenólicos (resíduos galoil e HHDP), atividade antioxidante e a 
ciclização ou não da cadeia poliol central (FERNANDES et al., 2009). Nesse trabalho 
foi demonstrado que o efeito antitumoral dos elagitaninos deve-se à sua hidrólise 
originando ácido elágico, portanto, os elagitaninos podem ser definidos como 
moléculas precursoras dos efeitos citotóxico/antiproliferativos. 
 No que se refere aos mecanismos de ação envolvidos com os efeitos 
citotóxico/antiproliferativos dos elagitaninos e do ácido elágico, estudos demonstram 
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que o ácido elágico e a punicalagina atuam por mecanismos intracelulares 
semelhantes, inibindo a proliferação, parando o ciclo celular na fase S, atuando na 
regulação das ciclinas e induzindo a morte de células de diferentes linhagens tumorais 
por apoptose, atuando de forma seletiva, não induzindo a morte de células não 
tumorais (LOSSO et al., 2004; LARROSA; TOMÁS-BARBERÁN; ESPÍN, 2006; 
OMAR et al., 2016). 
O estudo da diferença de expressão de OATp’s e receptores de glucose entre 
o tecido normal e tumoral, bem como o mecanismo de internalização, metabolização 
e quantificação dos componentes do extrato são necessários a fim de avaliar a 
relação com o efeito e a captação seletiva de extrato de Lafoensia pacari observado. 
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6 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
? Os 19 extratos de L. pacari obtidos pela combinação de 4 diferentes solventes 
são quimicamente semelhantes, variando apenas na área dos picos referentes 
aos compostos;  
? Foram identificadas 20 substâncias nos extratos de L. pacari, incluindo taninos 
hidrolisáveis, derivados do ácido elágico, saponinas e triterpenos; 
? A linhagem MDA-MB-231 é mais sensível que a linhagem MCF-7 à maioria dos 
extratos de L. pacari; 
? Para as linhagens tumorais de mama tratadas com extrato E-2, as menores 
concentrações demonstraram exercer efeito antiproliferativo, e as mais 
elevadas indicam um efeito citotóxico; 
? O extrato E-2 (metanol:etanol 50% v/v) apresentou maior seletividade para 
ambas as linhagens analisadas visualizadas pelo método do MTT e confirmada 
pelo ensaio clonogênico. 
? Ensaios que avaliam a proliferação celular por um tempo mais prolongado 
demonstraram que o E-2 (metanol:etanol) é mais seletivo que os demais 
extratos, por exercer um menor efeito sobre a inibição da capacidade 
proliferativa das células normais; 
? Apesar das correlações de composição-efeito não apresentarem significância 
estatística, devido à similaridade ente os extratos, sugere-se que as 
substâncias como o ácido elágico, Isômero de ácido hexosil elágico, isômero 
de pedunculagina, ácido O-galoil-deoxihexosil elágico e ácido deoxihexosil 
elágico estejam relacionadas com o efeito citotóxico/antiproliferativo sobre 
MDA-MB-231, e triterpeno, isômero de punicalagina, catequina, elagitanino e 
saponina estejam relacionados com o efeito sobre MCF-7;  
? O estudo de correlação composição-efeito sugere que HHDP-O-hexosídeo, 
isômero de pedunculagina, isômero de punicalagina, O-galoil punicalina, ácido 
O-pentosil elágico e ácido O-deoxihexosil O-metil elágico, elagitanino e 
triterpeno estejam relacionados com o efeito seletivo dos extratos, estando 
presentem em maior concentração no extrato E-2 em comparação aos extratos 
E-3 e E-4. 
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? O extrato E-2 foi internalizado pela célula tumoral (MDA-MB-231), mas não 
pela célula normal, sendo possível a observação de produtos do metabolismo 
do ácido elágico no meio de cultura das células tumorais; 
? É possível inferir que o metabolismo celular relativo aos componentes do 
extrato E-2 esteja relacionado com o efeito seletivo dos extratos sobre as 
células tumorais (MDA-MB-231), uma vez que os experimentos demonstraram 
que as células normais (McCoy) parecem não ter a capacidade de produzir 
e/ou secretar estes metabólitos; 
? A ação antitumoral dos extratos das cascas de L. pacari não deve ser atribuída 
apenas ao ácido elágico, e sim a mistura de outras substâncias presentes no 
extrato; 
? Conclui-se que o sistema solvente metanol:etanol foi o mais eficiente para 
extrair os compostos de L. pacari com atividade citotóxica seletiva sobre 
células de câncer de mama. 
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